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Une épidémie de créche survenue en juillet et en aodt 1959, 
au cours de laquelle nous avons observé trois cas de gastro- 
entérite, nous a permis d’isoler chez les 8 malades et chez 
20 enfants en contact avec eux, 15 souches de virus ECHO 14. 

Si le role pathogéne des virus ECHO dans les méningites lym- 
phocytaires est admis, il est encore discuté dans les gastro- 
entérites infantiles. Pour Ramos Alvarez et Sabin [8] ces virus 
peuvent étre la cause de syndromes diarrhéiques qui surviennent 
chez l’enfant en été. Dans 97 cas de gastro-entérite ces auteurs 
isolent, par prélévement rectal, 30 souches de virus ECHO dont 
5 appartiennent au type 14, alors que dans une série témoin de 
100 enfants du méme age, hospitalisés pour une autre affection, 
ils n’observent de tels virus que dans 5 cas et n’identifient le 
type 14 qu’une seule fois. Sommerville [9], qui a effectué une 


(*) Manuscrit regu le 4 avril 1960. 
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enquéte similaire en Angleterre, isole ces virus chez les enfants 
atteints de gastro-enltérilte plus fréquemment que dans une série 
de témoins, mais ici encore la différence n’est pas significative 
selon les calculs statistiques. La premiére épidémie de “diarrhées 
dont l’origine virale semble établie de fagon indiscutable est due 
au virus ECHO 18; elle a été observée chez des enfants pré- 
maturés par Eichenwald [4]. 


Pour limiter cette étude au pouvoir pathogéne du virus ECHO 14 
rappelons que ce virus a été isolé par Melnick [5] et par 
V. Drouhet [8] chez des malades atteints de méningites lympho- 
cytaires. Au cours d’enquétes ¢pidémiologiques il a été isolé, par 
prélévement rectal, douze fois chez 216 sujets par Ormsbee [7] 
et quatre fois sur un total de 129 souches de virus entériques obte- 
nues chez 416 enfants par Moscovici [6]. 


I. — EnNQu&TE EPIDEMIOLOGIQUE. 


Le 19 juillet deux enfants, Agés respectivement de 9 et 14 mois, 
présentent brutalement des signes de gastro-entérite, avec éléva- 
tion de la température, déshydratation et émissions de selles glai- 
reuses et sanglantes. 

L’aspect sanglant des matiéres fécales attire l’attention du 
médecin de la créche, d’autant plus que Ramos Alvarez et 
Sabin [8] ont signalé que les gastro-entérites associées aux virus 
ECHO, comme celles qui sont dues aux Shigella et aux Salmo- 
nella, se manifestent dans 20 p. 100 des cas par une diarrhée san- 
glante, alors que ce symptdme est toujours absent lors des 
gastro-entérites a Escherichia coli pathogénes. 

Les coprocultures ne montrent aucune bactérie pathogéne, et 
il en est de méme chez un troisiéme malade, agé de 16 mois, 
voisin de lit des deux précédents, qui présente, avec quarante- 
huit heures de retard, un syndrome strictement identique. 

Chez ces trois enfants nous avons isolé, a partir d’un écouvillon 
rectal, sur cellules de rein de singe Cynocephalus babuin, trois 
souches de virus. Les tentatives d’isolement faites en méme temps 
sur cellules de souche KB et sur cellules amniotiques humaines 
de premiére explantation ont été négatives. 

Ces trois souches produisent l’effet cytopathogéne des virus 
entériques ; elles n’exercent aucune action pathogéne sur les sou- 
riceaux nouveau-nés. Elles sont identifiées au virus ECHO type 14 
par séro-neutralisation effectuée avec un sérum de référence 
fourni, aux Etats-Unis, par Ja Fondation Nationale de la Paralysie 
Infantile, et avec un immunsérum obtenu par injection au lapin 
de la souche de référence ECHO 14 Tow, en suivant strictement 
le protocole recommandé par la Commission des Entérovirus [4, 2}. 
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Pour préciser le caractére épidémique ou sporadique de l’infec- 
tion, un prélévement rectal a été effectué chez tous les enfants, 
apparemment sains, qui avaient été en contact avec les précédents. 
Comme le montre le tableau I, nous avons examiné, en plus des 
3 malades, 11 enfants, tous voisins de lit des précédents, et placés 


Tasreau I. — Isolement du virus ECHO 14 au cours de 1’épidémie 


de créche (juillet-aoait 1959). 
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dans la salle A située au rez-de-chaussée de l’immeuble. Le virus 
ECHO a été isolé sept fois. Deux fois nous avons rencontré un 
virus entérique, non poliomyélitique, que nous n’avons pas encore 


identifié, 


Chez deux enfants, nous n’avons isolé aucun virus. 


Au début de celte enquéte, nous n’avons pu obtenir le virus 


ECHO 14 


chez les nourrissons qui occupent la salle B située au 
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premier étage, mais trois semaines plus tard, nous l’avons isolé 
dans cette salle alors qu’il a pratiquement disparu du foyer du 
rez-de-chaussée oti l’épidémie a trouvé son point de départ. 

Il est probable que la dissémination du virus s’est faite par le 
personnel soignant dont une partie travaille dans les deux salles. 
Il ne nous a malheureusement pas été possible d’effectuer les pré- 
lévements de contréle chez ce personnel. 


II. — ErupbE SEROLOGIQUE. 


La preuve de l’infection a été apportée chez un certain nombre 
de sujets par l’ascension du taux des anticorps neutralisants. Dans 
cette recherche nous avons suivi la technique préconisée par la 
Commission des Entérovirus en déterminant la dilution du sérum 
qui, sous un volume de 0,1 ml, neutralise, en cultures cellulaires 
de rein de singe, 100 DICT,, de virus ECHO 14. Comme on le 
constate sur le tableau II, aucun des trois enfants malades ne 


Tastesu I]. — Titre des anticorps neutralisant le virus ECHO 14 
chez trois malades atteints de gastro-entérite. 


ISOLEMENT 
DU VIRUS PAR 
PRELEVEMENT 
RECTAL 


DILUTION DU SERUM NEUTRALISANT 
SOUS UN VOLUME DE 0,1 ml 100 DI 50 
DE VIRUS ECHO 14, EN CULTURE DE 
CELLULES DE REINS DE SINGE 
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posséde d’anticorps neutralisants au quatriéme jour de la maladie 
quand Je virus est isolé pour la premiére fois. Le taux des anti- 
corps est de 1/40 aux vingt-troisiéme et vingt-cinquiéme jours. 
I] n’est plus que de 1/20 au sixitme mois. Le troisiéme malade 
n’a pas encore élaboré d’anticorps au vingt et uniéme jour. Signa- 
lons qu’il excréte encore le virus quatre jours plus tot. Il a quitté 
la creche et nous n’avons pu le revoir par la suite. 

Ne disposant, chez les porteurs sains, que de trés faibles quan- 
tités de sérum, nous avons arbitrairement choisi de rechercher la 
présence des anticorps neutralisants aux dilutions de 1/10 et 1/100. 
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Chez les sept enfants qui ont été étudiés, nous avons mis en 
évidence (tableau III) les anticerps neutralisants a la dilution de 
1/10. Chez deux d’entre eux nous avons pu observer l’ascension 
du taux des anticorps. 

Nous remarquons que les seuls enfants dont le taux des anti- 
corps neutralisants atleigne ou dépasse la dilution de 1/100 sont 
les sujets chez lesquels nous n’avons pu isoler le virus. Il est 
vraisemblable qu’ils ont été les premiers a subir l’infection et 
que le titre élevé de leur sérum traduit leur état de convalescents. 
Us figurent par ailleurs parmi les enfants les plus agés (17 et 
19 mois). 


TasLEau JI. — Titre des anticorps neutralisant le virus ECHO 14 
chez neuf enfants en contact avec les malades atteints de G. E. I. 


DILUTION DU SERUM NEUTRALISANT 
SOUS UN VOLUME DE 0,1 ml 100 DI50 
DE VIRUS ECHO 14, EN CULTURE DE 
CELLULES DE REINS DE SINGE 
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Le jeune age des enfants et leur aptitude réduite a produire 
des anticorps peuvent expliquer pourquoi, chez la plupart d’entre 
eux, la dilution du sérum qui neutralise le virus est faible. Nous 
nous proposons de vérifier cette explication en pratiquant ’ épreuve 
de séro-neutralisation des virus de la poliomychite, puisqu’il nous 
a été donné d’assister ultérieurement 4 Vinfection de la créche 
par le virus poliomyélitique de type HI. Inversement, on peut 
expliquer_ces résultats par la faiblesse du pouvoir antigénique 
du virus ECHO 14, ainsi qu’on l’a observé au cours d’immunisa- 
tions expérimentales ; par ailleurs, Ormsbee [7], recherchant les 
anticorps neutralisants chez cing adultes porteurs sains de virus 
ECHO 14 ne les a mis en évidence que chez un seul d’entre eux. 
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RESUME. 


Au cours d’une épidémie de créche survenue en juillet et en 
aout 1959 nous avons observé 3 cas de gastro-entérite infantile 
et isolé, chez les 3 malades et chez 20 enfants en contact avec 
eux, 15 souches de virus ECHO 14. Les anticorps neutralisants 
ont été mis en évidence dans 11 cas sur 12. Cette étude montre le 
pouvoir hautement contagieux de ce virus au sein d’une collec- 
tivité. Il semble ainsi démontré que chez de trés jeunes enfants, 
en état de moindre résistance, l’infection par ce virus puisse 
s’accompagner de manifestations cliniques de gastro-entérite. 


SUMMARY 


Isotation oF ECHO virus Type 14 
DURING A GASTRO-ENTERITIS EPIDEMIC IN A PUBLIC NURSERY. 


During this epidemic (July and August 1959) three cases of 
infantile gastro-enterilis have been observed. Fifteen strains of 
type 14 ECHO virus were isolated from 3 diseased children and 
from 20 contact children. Neutralizing antibodies were demons- 
trated in 11 cases out of 12. 

The findings prove the high spreading capacity of the virus in a 
community and show that, in infants being in a state of poorer 
resistance, the virus may induce clinical gastro-enteritis with cho- 
lera-lke symptoms. 
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EXISTENCE DE LA TOXINE TETANIQUE 
SOUS PLUSIEURS ETATS D’AGREGATION 
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La toxine tétanique pure, obtenue par extraction de corps bac- 
tériens par les solutions hypertoniques et purifiée selon une tech- 
nique précédemment décrite {9, 44] présente une constante de 
sédimentation comprise entre 6 et 7,1 unités Svedberg. Ces chiffres 
ne s’accordent pas avec ceux donnés par Pillemer [7, 8] et 
Largier [6]. 


PILLEMER LARGIER 
HL ORAM OS Buorsss <spoha Cumeisvepaxa te ans AWS). 3,9 U.S 
Toxoide spontané ....... (20 RUE Ss 7.6) Un Ss 
Toxoide formol Wr. i--9- (non rapportée) 4,2 U.S 


En outre, la préparation de constante 6 a 7,1 unités Svedberg 
posséde une activité toxique de l’ordre de 60 4 100.10° DMM/mg N, 
comparable a celle de la toxine de Pillemer de constante 4,5 U.S. 
Notre préparation ne peut donc pas étre considérée comme un 
toxoide spontané. 

Ces résultats contradictoires nous ont amenés a nous demander 
si la toxine tétanique n’était pas susceptible de se présenter sous 
plusieurs états d’agrégation. 

Si cette hypothése est exacte, nous devons pouvoir obtenir, 
4 partir de notre préparation de constante 6 4 7,1, des toxines de 
constantes plus faibles par dépolymérisation. 

Nous avons soumis notre préparation a l’action conjuguée de la 
cystéine qui peut provoquer la dépolymérisation de certaines pro- 
téines, et du monoiodacétate de sodium, capable d’empécher la 
réagrégation (2, 3]. 

Apres dissolution de la toxine en cystéine 0,01 M ou 0,1 M, la 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 mars 1960. 


168 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


constante de sédimentation n’est pas modifiée. Si cette solution en 
cystéine est dialysée contre du monoiodacétate de sodium 0,02 M 
ou 0,05 M, la constante de sédimentation n’est toujours pas modi- 
fiée. Mais la dialyse contre du monoiodacétate de sodium 0,1 M 
fait apparaitre deux constituants, dont les constantes sont res- 
pectivement 2,25 U.S. et 5,5 U.S. 

Par dialyse contre du parachloromercuribenzoate de sodium 
10 M, on obtient deux constituants, de constantes respectives 
2,0, US CLC AALS: 

En revanche, si la solution en cystéine est dialysée contre du 
cyanure de potassium 0,1 M, on ne décéle plus qu’un constituant 
unique de constante 3,9 U.S. 

On peut donc, sous l’influence de la cystéine, mettre directe- 
ment en évidence un effet de dépolymérisation, a condition tou- 
tefois de bloquer les structures apparues par un réactif du 
groupe sulfhydrile, tel le monoiodacétate de sodium, ou le para- 
chloromercuribenzoate de sodium. 

Si la toxine purifiée (S = 7) est traitée directement par du 
cyanure de potassium 0,1 M de pH = 6,8, elle est transformée 
en une substance de S = 2,3. 

Nous avons signalé ailleurs [4] que le mercuridioxane entraine 
la précipitation de la toxine tétanique ; nous avons utilisé ce 
composé dans lespoir de provoquer une dimérisation de la 
toxine, dimérisation que Straessle et Edsall avaient obtenue avec 
la sérumalbumine humaine [4, 5, 410). 

Le précipité formé par la toxine et le mercuridioxane peut 
étre redissous en cystéine 0,01 M. Le produit qui passe ainsi en 
solution a une constante de sédimentation comprise entre 6,4 et 
7,3 U.S. suivant les préparations. Par dialyse de cette solution 
contre le monoiodacétate de sodium 0,05 M, on doit empécher 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


T. — La toxine titrant 3 500 Lf/mgN, d’abord dissoute en cystéine 0,1 M de pH = 6,8, 
a été dialysée contre de l’acétate de sodium 0,02M pH = 6,8; Concentration en 
protéine, 1,35 p. 100 ; Un seul constituant, S = 7,1 U.S. 


II. — La toxine titrant 3 600 Lf/mgN, d’abord dissoute en tampon phosphate mono- 

dipotassique 0,2 M + cystéine 0,1M de pH = 7,0, a été dialysée contre du mono- 

iodacétate de sodium 0,1 M de pH = 6,8; Concentration en protéine, 1,6 p. 100; 
2 constituants : S;, 2,25 U.S., 17 p. 100; Se, 5,50 U. S., 83 p. 100. 


lI. — La toxine titrant 3600 Lf/mgN, a été précipitée par le mercuridioxane. 
Le précipité a été nedissous en cystéine 0,01M de pH = 6,8; Concentration en 
protéine, 0,4 p. 100; un seul constituant, S = 6,4 U.S. 


IV. — La toxine titrant 3600 Lf/mgN a été précipitée par le mercuridioxane. 

Le précipité a été redissous en cystéine 0,01 M et la solution obtenue dialysée 

contre du monoiodacétate de sodium 0,05 M de pH=7,2 ; Concentration en protéine, 
0,5 p. 100; 2 constituants : S;, 1,96 U.S. (traces) ; So, 4,05 U.S. 


{nnales de UInstitut Pasteur. Mémoire M. RAYNAUD, A. TURPIN 
tS), et B. BIZZINI. 
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Tasieau I *. 
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pH = 6,8 
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0,02 M 
pH = 7,0 
Cl) 


appar Eo 


Monolodacétate - 

de sodium 0,02 M 

pH = 7,0 
(G25) 


Cystéine 0,01 M 
pH = 6,8 


Monoiodacétate 

de sodium 0,05 M 

pH = 7,2 
@ 3) 


Acétate de sodium 
0,150 M 
pH = 6,8 


Phosphate 
monodipotassique 
0,2 M 

pH = 7,0 


. eee 

6,3 

5,9 
; ees 

6,9 

6,0 
eas 

6,5 

5h 


* La toxine employée Ts titrait selon les préparations 2800 4 3 600 Lf/mgN (9) ; 
** Nombre de constituants décelés par lultracentrifugation; *** Moyenne de 
10 déterminations ; (1) La toxine a d’abord été dissoute en cystéine 0,1 M pH = 6,8, 
puis dialysée contre de l’acétate de sodium 0,02 M pH = 7,0; (2) La toxine a d’abord 
été dissoute en cystéine 0,1M pH = 6,8, puis dialysée contre du monoiodacétate 
de sodium 0,02M pH = 7,0; (3) La toxine, d’abord dissoute en cystéine 0,01 M 
pH = 6,8, a été dialysée contre du monoiodacétate de sodium 0,05 M pH = 7,0; 
(4) La toxine, d’abord dissoute en cystéine 0,1 M pH = 6,8 + phosphate mono- 
dipotassique 0,2 M ph = 6,8 a été dialysée contre du monoiodacétate de Sodium 
OLE MNP He—s6;8: 


Phosphate 
monodipotassique 
0,2M 
Cystéine 0,1 M 
pH = 7,0 


Monoiodacétate 
de sodium 0,1 M 
pH = 7,0 
(4) 
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TaBLeEAu II. 


2,0 


Produits 


Conditions 


Parachloromercuri- 
benzogte de sodium 
10°°M pH = 7,0 
€5)) 


Cyanure de potassium 
0,1 M pH = 7,6 


(6 ) 


Cystéine 0,01 M 
= 6,8 


G7) 


T. mercuridioxane 


Cystéine 0,01 M 
pH = 9,0 


(8) 


v_ mercuridioxane 


mercuridioxane Monoiodacétate de 
sodium 0,05 M 


pH = 7,2 
CED) 


Sulfhydrate de 
sodium pH = 10 


(lo ) 


mercuridioxane 1 


Sulfhydrate de 
sodium pH = 10 


Gris) 


mercuridioxane if 


Sulfhydrate de 
sodium pH = 10 


Cir 


mercuridioxane 


Phosphate disodique 
0,07 M pH = 8,2 


Anatoxine 


(0) La toxine d’abord dissoute en cystéine 0,01 M pH = 6,8, a été dialysée contre 


du parachloromercuribenzoate 10—5 M pH = 7,0; (6) La toxine d’abord dissoute 
en cystéine 0,01 M pH = 6,8, a été dialysée contre du cyanure de potassium 0,1 M 


= 7,6; (7) La toxine a été précipitée par le mercuridioxane et redissoute en 
cystéine 0,01M pH = 6,8; (8) La toxine a été précipitée par le mercuridioxane 
et redissoute en cystéine 0,01 M pH = 9,0; (9) Méme traitement qu’en 7, suivi de 
dialyse contre le monoiodacétate 0,05 M pi = 7,2; (10) La toxine précipitée par 
le mercuridioxane et redissoute en cystéine 0,01 M, a été reprécipitée par l’acétate 
de sodium 0,05M pH = 6,8 et redissoute finalement en sulfhydrate de sodiuin 
pH = 10; (11) La toxine précipitée par le mvercuridioxane a été redissoute en 


sulfhydrate de sodium pH = 10. 
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la repolymérisation, puisqu’on trouve deux composés de cons- 
tantes respectives 1,96 U.S. et 4,05 U.S. 

Le précipité de toxine-mercuridioxane redissous en sulf- 
hydrate de sodium (pH = 10) a une constante de sédimentation 
comprise entre 6,0 et 7,5 U.S., suivant les préparations. 

Un échantillon d’anatoxine obtenue par action du formol sur 
la toxine pure contient deux éléments de constantes respectives 
OOU). Se etid2 oUe, Ss 

Il semble légitime de penser que la toxine tétanique peut 
exister sous plusieurs états d’agrégation. La dépolymérisation 
des formes les plus agrégées semble donc liée a Ja rupture de 
ponts disulfure. 

Les propriétés toxiques et floculantes des diverses prépara- 
tions seront rapportées ultérieurement. 


TECHNIQUE D ULTRACENTRIFUGATION. 


L’ultracentrifugation a été faite sur une centrifugeuse analy- 
tique Spinco, modéle E, comportant un systéme optique de type 
Philpot-Svenson. 

Lorsqu’il existe plusieurs constituants A concentration suffi- 
sante, le pourcentage de chacun d’eux a été déterminé par pla- 
nimétrie 4 partir des « diagrammes » photographiques agrandis. 

La concentration en protéine a été calculée d’aprés la mesure 
de l’indice de réfraction. 

‘La vitesse de rotation était de 59 780 tours/minute. 


RESUME. 


La toxine tétanique pure titrant 3300 Lf par mg N et 60 a 
100.10° DMM (souris) par mg N, obtenue par extraction des corps 
microbiens, posséde une constante de sédimentation voisine de 
7 U.S. Par l’action de la cystéine, puis du mono-iodacétate de 
sodium, on peut la dépolymériser et obtenir une toxine, toujours 
active, de constante 4,5 U.S. Par l’action directe du cyanure de 
potassium, on obtient une substance de S = 2,3. 

La toxine tétanique peut donc exister sous plusieurs états 
d’agrégation. La dépolymérisation des formes les plus agrégées 
peut étre réalisée par rupture de ponts disulfure. 


SUMMARY 


EXISTENCE OF TETANUS TOXIN UNDER VARIOUS AGGREGATION STATES. 


Pure tetanus toxin, with a titer of 3300 Lf/mg N and 60 to 
100 x 10° MLD/mg N (for mice), obtained by means of extraction 
of microbial cells, has a sedimentation constant of about 7 U.S. 
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By action of cystein, then monoiodacetate, it can be depolymerized 
and yields a toxin Ww hich is still active and possesses a sedimen- 
tation constant of 4,5 U.S. By direct action of KON, it is possible 
to obtain a ets possessing a § of 2,3. 

Tetanus toxin can therefore exist under various aggregation 
states. Depolymerization of the most aggregate forms can be car- 


ried 


out by rupture of disulfur bridges. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A L’INSTITUT PASTEUR EN 1959 


par R. BEQUIGNON et Ch. VIALAT (*). 


(Institut Pasteur) 


1° PERSONNES TRAITEES. — 532 personnes mordues se sont pré- 
sentées a la consultation du Service de la Rage. A 116 le traitement 
a été conseillé et 76 l’ont subi. 


2° METHODE DE TRAITEMENT. — ‘La méthode employée est la 
méthode des vaccins phéniqués (Fermi). Emulsion a 5 p. 100 de 
matiére cérébrale de mouton succombant au virus fixe, dans l’eau 
physiologique phéniquée a 1 p. 100. On emploie exclusivement 
pour la préparation du vaccin de jeunes moutons en bon état de 
santé, d’un poids moyen de 30 kg, dont lencéphale pése environ 
90 4 100 g. Aprés inoculation intracérébrale, ils sont sacrifiés le 
huitiéme jour et leur encéphale extrait; aprés contréle de viru- 
lence et de stérilité, les cerveaux sont broyés et 5 parties de broyat 
de cerveau sont émulsionnées dans 100 parties d’eau physiologique 
phéniquée a 1 p. 100, puis la suspension est placée vingt-quatre 
heures dans une étuve a 22° C, avant d’étre mise en ampoules. Les 
ampoules de vaccin sont conservées pendant une semaine a la tem- 
pérature de 2°C 45°C, avant d’étre livrées. Chaque jour, les sujets 
en traitement recoivent une ampoule de 5 ml (demi-dose pour les 
enfants) par vole sous-cutanée au niveau de la région péri-ombili- 
cale. Le traitement a une durée de quinze, vingt ou trente jours 
selon le siége et la gravité des morsures. 

Le virus fixe utilisé représentait, le 81 décembre 1959 le 
1992° passage de la souche isolée par Pasteur le 19 novembre 1882 
et employée pour la vaccination a partir du 90° passage lors de 
la création du Service de la Rage, rue d’Ulm. La souche est entre- 
tenue sur le lapin. 

Le controle de la valeur antigénique du vaccin antirabique phé- 
niqué est effectué sur lapin selon une épreuve publiée antérieure- 
ment (Béquignon et Vialat {1]). 


(*) Manuscrit recu le 15 mars 1960. 
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Depuis le 25 février 1955, l’approvisionnement en sérum anti- 
rabique purifié permet l’usage de cette prophylaxie, dans les mor- 
sures récentes. La vaccination est, par prudence, mise en ceuvre a 
la suite de cette prophylaxie dans les cas de suspicion de rage. 
Dans les cas ot la suspicion de rage est peu probable et permet 
d’attendre la lecture des coupes histologiques du névraxe de l’ani- 
mal mordeur, le sérum seul a été utilisé pour la prophylaxie. 


3° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D APRES LE TERRITOIRE 
SUR LEQUEL ELLES ONT ETE MORDUES : 


Allémagne. 222.0 i6.3oe a ee cae pe ee eee ie see 1 
AVGERIOL. ae a aneye state cees azote erence gale teen el Stake cee Te 1 
Cote dU INOInes sie ce ei ae roe ete erento 3 
Etats-Unis: Ameriqnyen rarer tte telnet etn terete iL 
France? 22 Nadeem cone Soke tac aren eee eer Ln mret 62 
(Gch bate me ee en I ae nO Gmoo SeaDoo omoomovdtased 3 
Hawté-Volta’ -.sccrrn see wrcee cee ene Rn tas tue inten eer ame a 
Maroc: 205 Siiciencets eecein see Sete erent ee eee ee oer pets 1 
Mexique: diye pads acon nen cer eee eee eee 1 
Sénégal 25 sso mttte ier carer ie ele arei er ieee oie 2 


4° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES SUIVANT L’ANIMAL MOR- 
DEUR : 


Chien de propriétaire connu 
Chien errant 
Chat.€rrant as ctoustis crooner 4 

1 


5° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D’APRES LES PREUVES DE 
RAGE CHEZ L’ANIMAL MORDEUR : 


Catégorie A. — La rage de ]’animal mordeur a été constatée par 
le développement de la maladie chez des animaux inoculés avec 
le cerveau ou par examen hisiologique. 


Catégorie B. — La rage de |’animal mordeur a été constatée par 
examen vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
COVE SOTIOGAT os sis. cr axe ais cies eles Se ater tae 2 
Catégorie’ Br s's.o55 oe stan ae ee ee ee 1 
Catégorie C1. Sin, Cee eee 73 


Les névraxes de 196 animaux ont été examinés par le Service 
de la Rage. Cent quatre-vingt-cing fois les commémoratifs de la 
morsure de ]’animal et l’examen histologique du systéme nerveux 


nous ont autorisés 4 ne pas instituer ou A suspendre le traitement 
chez les personnes mordues. 
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Les principes généraux qui ont dicté cette décision ont été 
rappelés dans un rapport précédent [2}. 

Un seul cas de rage des rues a été isolé chez le chien, provenant 
du territoire métropolitain (Morbihan). 


6° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D’APRES LES CARACTERES 
DE LA MORSURE : 


7° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES SUIVANT QUE LES VETE- 
MENTS ONT ETE INTERPOSES OU NON : 


PCAs TUT C sete oo Re eee ete? Fe ce oe eh Oe noe 2 A 50 


8° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D’APRES LE SIEGE DE LA 
MORSURE : 


UO areesenne dda eect seatrie sted tees OMe: oneal iets seal to ee CaN A SRO Se 11 
Membres {SU PeCriCUmrsiesnyrtis eotcukerre ci eas eee Toe 45 
AN WeN a Ge econ ecttien ca recteacig cmeint ca iniems-cackotatometceyaiemiciaa miroet een cms OFA il 
Memibresuinie rie wu Seana tna cee seen atone ae aon ies 19 


9° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D’APRES LE NOMBRE DE 
JOURS ECOULES ENTRE LA MORSURE ET LE TRAITEMENT : 


Oialeer A. JOULSS ic kernsers, oer e te oo ia ee ic oelare ehete os oy ITS 37 
{5} Vem SUD Stee DPA OAT Op Mot ed Bone Dn SO or ann ako Coo 26 
Seam LA SOULS erste cee tric mite pk Gry sieves een) eee epee tf 
Ravel Dl les Gh EUAsY aA Perel, Sharleen eer nc Seo EN OSES GDS eNOS 3 
Diwised ew 71 FOUTS ae teean i es eh aes ree bere ay aa 3 


10° REPARTITION PAR DEPARTEMENT DES PERSONNES MORDUES EN 
FRANCE METROPOLITAINE : 


J NESTS na. arate EE eR ORE Ree Dea MOrbilanieon re sek eer tere a 
PAT CLONING. pais. ees terere vais) oa) ace 1 Moselle 2p400 8. ooo ae 1 
Charente .....-...--..se-s 00s LTS ea epee ag AY 1 
SELENE A a as cee dP ac de-Caldis, i. ia. ee acs 1 
DOUBS «2220 se esse eee eee es j Pyrénées-Orientales .......... 2 
IBueoyai\ene'g Ghee 5 Oo ne a OIA Oe 6 Rena) 19.00 poe 1 
JOB ey "a hye aliplo aoe moran amore il ; 

p Savoles(Ete- ener tthe tn 1 
i DONS el enh hk ante peeaencka Hole 2 ; cs 
Ille-et=Vilaine: W540 secs sores 1 Seine } Paris eter cence 
Loive*Maritime 4... .cs.c020 05 3 Banlieue ........... 1 
eche eae er aot eS 1 Seine-et-Marne ..........+... 2 
AUG aol ales = ara peepee enn petrnyee ceca Wh” -Seime-eb-Oises yeti cod re wie vere 8 
IER (oy TUGYS agenecnsinet pierre eee Bae ih SMITE cbogeoococdoDG 2 
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Le tableau ci-joint indique les résultats des vaccinations anti- 
rabiques depuis la mise en application de la méthode phéniquée. 
Le Service de la rage a, en outre, fabriqué pendant l’année 
74 1 de vaccin antirabique phéniqué a usage humain et 239 1 de 

vaccin antirabique phéniqué a usage vétérinaire. 


Personnes traitées 


i952 
[9333 
1954 
1955 
1956 
1957 
1958 


1959 


Total 
général 


»y» ON ON AND 


©) ONO On On, OC: 1O'7O 


BSS 
ie) 
(3) 


1, Vaccin antirabique phéniqué seul; 2, sérum antirabique + vaccin antirabique 
phéniqué ; 3, sérum antirabique seul ; 4, total des personnes traitées dans l’année. 


11° MersuRES PRISES EN VUE DE SUIVRE L EVOLUTION DES CAS 
TRAITES PENDANT SIX MOIS AU MAXIMUM. 


Les médecins sont priés de nous tenir au courant des acci- 
dents qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent 
le traitement. 


12° AccIDENTS PARALYTIOUES : 
Néant. 
GO IDCs 
Néant. 
BIBLIOGRAPHIE 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
AU CENTRE HOSPITALIER REGIONAL DE TOULOUSE 
EN 1959 


par G. ANDRIEU. 


1° PERSONNES TRAITEES : 24, 


2° METHODE DE TRAITEMENT: Vaccin phéniqué (Fermi), sérum 
antirabique équin. 


3° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D’APRES LE TERRITOIRE 
SUR LEQUEL ELLES ONT ETE MORDUES : 


BET C Obata a Saat Cauna oh.) oe EN ah Peta Se A een gM red Le 18 
VU Clr oe sey se. Drei cae te RE ote ot niay dar oc NR il 
Shee Ysa DE Ren See eto one ecommerce tere Ue ook crom taco 5 


4° RiEPARTITION DES PERSONNES TRAITEES SUIVANT L ANIMAL 
MORDEUR : 


5° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D APRES LES PREUVES DE 
RAGE CHEZ L ANIMAL MORDEUR : 


(Wate OOM m ANG cacdest ns elomer- o set ciosay eye eaten want toner tetera easel eye 5 
(CRISS ON Os WB ho. bad a onreons aon s co, O nO aU cacao TOO Oe eo 3 
Wale SOvienl) raateccscwe eke are comtne ee erty e camer Meron stale 16 


6° R&PARTITION DES PERSONNES TRAITEES D APRES LES CARACTERES 
DE LA MORSURE : 


Profond ese ame serescus coon BIS STcttn lata fene) Stee nsaceeeneRtis oh 4 
Si SANCGMES, Snn6 oogcadgooncosocrobodcaepannosqodanun iy 
| Lie GYSgDcats. c.catin Ob se OG GES ODChe SU oan y OD AEG One 3 


7° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES SUIVANT QUE LES VETE- 
MENTS ONT ETE INTERPOSES OU NON: 
PRAM eR Ca ener sen Lie ncteetreteeeh eather hcleAcor ne ia, eetebe tin ce anes 18 
Vetementssinterposesuesmmrscrimta nora oe ol ernsuolocier a ones 6 
Annales de l'Institut Pasteur, 99, n° 2, 1960. 12 
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8° REPARTITION DFS PERSONNES TRAITEES D APRES LE SIEGE DE LA 
MORSURE : 


TAte. © Suis Seas aca ee arene eee On cena 3 
Membres superieurs a. r-oettete t= bli ieie rte tater elyeratr ters 8 
TONG) sects cies Biase Su ae SE Eee de tecons ananenee oem 
Wy Groen eevee gue agucnodscacacbedonncueseonsanos 12 


9° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES D APRES LE NOMBRE DE 
JOURS ECOULES ENTRE LA MORSURE ET LE TRAITEMENT : 


OA A SJOUES! ome ieee te one eee 19 
OMe ome ene code esoobmo GtosancotEdeononn406 0 
Ue well Ua Seen nino ome oc uclhoteocmoc copa} opoLeo4 4 
VO A QU, jOMTSY ance yeoree rer deme Rte neler set aeons 1 
2 € \ DA! OUTS aevcy ooo acetone nee me eet ea renee 0 


10° REPARTITION PAR DEPARTEMENTS DES PERSONNES MORDUES EN 
FRANCE METROPOLITAINE : 


ATIG GOR sh. cape tiatencins ere en ee emer aN Ns arden vatdie ee i 
Garonne ((Haute=\r (27. bo. oat ae en aoe eee 8 
O72) <a ee Ee a eR IIn I nh eile Roar aan Aon oa ete ono 2 
io en ae Mor nc arose on obo Nor SoU Oe EOOe AGE 2 
Lot-et=Garomne:\ lavnddaigso aa ee ne if 
Tarn tile es es pe eee 2 
Tarnti-et-Garonne schauc on eee Oe eee 2 


11° REPARTITION DES PERSONNES TRAITEES SUIVANT LE TRAITEMENT 
APPLIQUE : 


Vaccinvantinalbiquiesse ulin: ie ean yaaa eee eee 12 
Vaccine 3) -sérum (cae oe ee ae ee ee 2 
Serum. Seulq/oeeet. Sue Ce ee oe ee ee 10 


12° ACCIDENTS PARALYTIOQUES : Néant. 


13° Dé&cks : Néant. 


DIAGNOSTIC DE LA DIPHTERIE SUR CULTURE DE TISSU 


par J. ANDRE, G. AUDEBAUD et L. CHAMBON (*). 


(Institut Pasteur du Vietnam) 


Depuis 1957, nous procédons couramment a la recherche de 
virus cytopathogénes sur cultures de cellules trypsinées de rein 
de singe, a partir de prélévements pharyngés. 

Les lésions spécifiques sont en général facilement identifiables, 
en raison notamment de l’absence de ces effets toxiques qui se 
manifestent fréquemment avec les extractions de selles. 

Néanmoins, le probléme de la toxicité des prélévements de 
gorge sest posé a nous dans les conditions suivantes : une cul- 
ture de tissu, inoculée avec un prélévement provenant d’un 
malade atteint d’une angine a fausses membranes, montra aprés 
vingt-quatre heures 4 37°, des altérations trés nettes, prédominant 
sur les bords de la culture et évoquant des lésions de type adéno- 
virus. La destruction de la culture était a peu prés totale aprés 
quarante-huit heures, mais une tentative de passage s’avéra 
infructueuse. 

Une deuxiéme inoculation faite & partir du prélévement initial 
donna des lésions semblables et non transmissibles. 

Un examen bactériologique révéla que ce malade était porteur 
de bacilles diphtériques. 

L’inoculation sur culture de tissu de toxine diphtérique purifiée, 
ou méme de culture en bouillon de bacille diphtérique nous a 
permis d’observer des lésions comparables a celles provoquées 
par le prélévement de gorge lui-méme. 

A la suite de cette premiére observation, nous avons tenté 
d’utiliser, pour le diagnostic pratique de la diphtérie, cette action 
cytopathogéne de la toxine diphtérique prélevée par écouvillon- 
nages pharyngés des malades. 

Dans deux notes précédentes [41, 2] nous avons indiqué les pre- 
miers résultats obtenus et étudié quelques faits destinés 4 mettre 
en évidence la spécificité de la méthode. 

Nous nous proposons de rapporter ici en détail les techniques 
que nous avons utilisées et les résultats de 248 nouveaux examens. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 
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‘TECHNIQUES. 


A. IDENTIFICATION DES BACILLES DIPHTERIQUES. — Aprés inoculation sur 
sérum coagulé et sur milieu de Clauberg H au sang frais, cette iden- 
tification a été faite en se basant sur les critéres suivants : 

a) Critéres morphologiques et tinctoriaux : coloration de Gram et 
coloration de Neisser ; 

b) Critéres biochimiques : action sur le glucose, le lactose, la man- 
nite, le maltose, la dextrine et le saccharose en milieu de type Hiss et 
recherche de la présence d’une uréase en milieu du type Kleinsorgen- 
Welsch recommandés par Sohier [3]) ; 

c) Pouvoir pathogéne : inoculation sous-cutanée & un cobaye de 1 ml 
de culture de vingt-quatre heures en bouillon ; recherche de l’hyper- 
trophie et de la congestion des surrénales aprés la mort de l’animal ; 

d) Toxinogénése : recherche de la présence de toxine diphtérique 
dans une culture en bouillon suivant la technique décrite ci-apres. 


B. RECHERCHE DE LA TOXINE DIPHTERIQUE SUR CULTURE DE TIssU. — Cette 
toxine est mise en évidence par son action cytotoxique sur des cellules 
trypsinées de rein de singe cultivées en couche monocellulaire dans 
des tubes de 12 x 120. 

Le milieu nutritif 4 base d’hydrolysat de caséine est celui recom- 
mandé par Lépine et coll. [4]. 

Cette recherche est faite, soit 4 partir du prélévement lui-méme, 
soit a partir d’une culture en bouillon du germe isolé. 


a) Recherche directe a partir d’un €couvillon imprégné de fausses 
membranes. Le prélévement est fait & aide d’un écouvillon stérile en 
coton cardé, monté sur tige de bois et introduit aprés section de la 
tige dans un tube de 12 x 120 contenant 1 ml de milieu ainsi constitué : 


Solutions de = Ham licme eer ene eater 1 000 ml 
Béniciine pram aeior eeeea see 500 000 U 
Streptomycine = 4.. eye eee ere eer 05 ¢g 
Létvacyelin ey...) Ah A ee eee re 0,25 ¢ 
Mycostattines Sart... Ser terrence tye eae 0,010 g 


Deux tubes de cultures préalablement débarrassés de leur phase liquide 
recoivent chacun III et VI gouttes de l’inoculum préleyé directement 
a la pipette Pasteur. 


Aprés une demi-heure d’incubation A la température du laboratoire 
(30°), on ajoute & chaque tube 1 ml de milieu nutritif et les tubes 
sont placés a l’étuve a 37°. 

En pratiquant ainsi, nous n’avons que trés rarement observé des 
souillures bactériennes dans les tubes de culture. Il n’est donc pas 
indispensable de centrifuger avant d’ensemencer, comme le recom- 
mandent Lépine et coll. [5]. L’inoculation d’un prélévement de gorge 
sur culture de tissu devient alors une manipulation aussi simple quan 
banal isolement bactériologique en bouillon, 
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b) Recherche a partir d’une culture en bouillon du germe suspect. 
— Deux tubes de culture de tissu vidés recoivent chacun 0,2 ml de 
culture microbienne non centrifugée. Aprés incubation pendant une 
demi-heure a4 la température du laboratoire et addition de milieu 
nutritif, les tubes sont mis a l’étuve a 37°. 


C. NEUTRALISATION DE LA TOXINE DIPHTERIQUE DES PRELEVEMENTS. — La 
méthode suivante a été utilisée pour démontrer la spécificité des lésions 
cellulaires observées dans les cas bactériologiquement négatifs. 

Le prélévement est réparti dans deux tubes a hémolyse stériles 
a raison de 0,2 ml par tube. 

Dans le premier tube, on ajoute 0,2 ml de sérum antidiphtérique 
& 10000 U dilué au 1/4 (mélange A) et, dans le deuxiéme, 0,2 ml de 
solution de Hanks (mélange B). 

Aprés une heure d’incubation 4 37° de ces mélanges, deux tubes de 
culture de tissu. préalablement vidés recoivent chacun 0,1 ml de 
mélange A et deux autres 0,1 ml de mélange B. 

Un cinquiéme tube de culture recoit du sérum A.D. dilué au 1/8 
(témoin sérum). 

Apres une demi-heure de contact 4 la température du laboratoire le 
milieu est ajouté et les tubes mis a ]’étuve & 37°. 

Si le prélévement contient de la toxine diphtérique, les lésions appa- 
raissent dans les délais habituels (seize 4 vingt-quatre heures) dans les 
tubes inoculés avec le mélange B, tandis que les tubes inoculés avec 
le mélange A et le tube témoin restent normaux. 


D. TECHNIQUE UTILISEE POUR LE DIAGNOSTIC DE LA DIPHTBRIE. — Un pré- 
Jévement est pratiqué au niveau des fausses membranes avec deux 
écouvillons & tige de bois ; l'un est agité dans l’eau de condensation 
d’un tube de sérum coagulé et d’un tube de milieu de Clauberg dont 
les pentes sont ensemencées 4 l’anse de platine, l’autre est introduit 
dans un tube contenant 1 ml de solution de Hanks additionnée d’anti- 
biotiques et inoculé sur culture de tissu selon la technique indiquée 
plus haut. 

L’identification du bacille diphtérique est basée sur les caracteres 
morphologiques, les affinités tinctoriales des germes isolés et sur |’effet 
cytotoxique du prélévement. 

a) Une premiére lecture est faite apres un laps de temps variant entre 
seize et vingt-deux heures. 

Quatre cas sont a envisager : 

1° Morphologie non _ caractéristique et effet cytotoxique nul : 
recherche négative. 

2° Morphologie caractéristique et effet cytotoxique positif : bacille 
diphtérique. 

3° Morphologie non caractéristique et effet cytotoxique positif : bacille 
diphtérique aprés vérification de |’inhibition spécifique de l’effet cyto- 
toxique de la toxine par l’antitoxine. 

4° Morphologie caractéristique et effet cytotoxique nul: ensemen- 
cement d’une colonie en bouillon Martin en vue d’une culture de 
OA Te, Be oS 
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b) Deuxiéme lecture au bout de quarante-huit heures dans les ey 
2 et 4 et, dans ce dernier cas, recherche de la toxine diphtérique a4 partir 
de la culture en bouillon Martin dont l’action sur les cellules est exa- 
minée les deux jours suivants. 

Dans ces conditions, un diagnostic de probabilité basé sur la mor- 
phologie des germes et leurs affinités tinctoriales peut étre porté dans 
les délais habituels et un diagnostic de certitude peut étre fait le plus 
souvent seize & vingt-quatre heures aprés le prélévement et, dans les 
cas les plus défavorables, quatre jours aprés. 


RESULTATS. 


a) Description des lésions cellulaires dues a la toxine diphté- 
rigue. — L’action cytotoxique de la toxine diphtérique et d’autres 
toxines bactériennes a été signalée par divers auteurs [6 a 45] et 
nous-mémes [4, 2]. 

A l’examen direct, les lésions diphtériques débutent en général 
sur les bords de la culture. A ce niveau, les cellules forment des 
amas ou des cordons densifiés, réfringents, qui tranchent sur le 
reste de la couche cellulaire. Ces éléments, isolés ou réunis par 
des ponts, délimitent des lacunes plus ou moins grandes dont 
Vaspect est caractérislique. 

A un stade plus avancé apparaissent en grand nombre des 
cellules arrondies, peu réfringentes, qui se détachent de la culture 
et se déplacent librement sur la paroi du tube ou dans la phase 
liquide. 

L’aspect lacunaire se généralise 4 l'ensemble de la culture dont 
la destruction est compléte en seize a quarante-huit heures. 

Sur les lamelles colorées 4 Vhémalun-éosine, les cordons et 
amas réfringents apparaissent, formés de cellules dont le cyto- 
plasme est trés éosinophile. 

Les éléments faisant pont ont un aspect plus rectiligne, a cyto- 
plasme étiré et rétracté autour du noyau, qui fait hernie sur le 
filament cytoplasmique. 

D’aprés Penso et Vicari, la lésion toxique elle-méme est repré- 
sentée avant tout par une dégénérescence graisseuse du cyto- 
plasme. Des colorations par le Soudan III faites en série ne 
nous ont pas montré clairement ce phénoméne. La répartition 
et la densité des globules graisseux dans les cellules nous ont 
paru assez comparables sur les lames provenant des cultures 
inoculées et des cultures témoins. 

Le stade final de la lésion est l’atrophie et la nécrose des cellules. 
Mais, comme le signalent Penso et Vicari, ce stade de la décé- 
nérescence cellulaire est peu visible sur les préparations colorées, 
du fait que les cellules altérées se détachent des parois auxquelles 


elles adhéraient, tombant dans le liquide de culture et étant éli- 
minées avec lui. 
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b) Application au diagnostic de la diphtérie chez 248 suspects. — 
Notre premiére statistique portait sur 96 examens pratiqués chez 
des malades suspects de diphtérie et d’affections a virus divers. 

La deuxiéme série de résultats que nous rapportons ici intéresse 
uniquement des examens pratiqués pour diagnostic de diphtérie et 
porte sur 240 prélévements de gorge, 7 prélévements de sécré- 
tions nasales et 1 prélévement vulvaire. 


1° Recherches négatives. 


Concordance de la négativilé des examens bactériologiques et 
de leffet cytopathogéne dans 171 cas. 


2° Recherches positives. 


a) Bactériologie positive en seize A vingt-deux heures ............ 51 
a) Effet cytotoxique direct, & partir du prélévement : 
HSeIZem ae vilIct-d eux heures ee etree asset nae ek 45 
En quarante A quarante-huit heures ................ 0 


B) Effet cytotoxique, se manifestant seulement a partir d’une culture 
en bouillon de vingt-quatre heures du germe isolé : 


[Did eas EN VAG UbS INGER) SaGooouscomaules ado sos 5 
Enmquarante: ay quarante-bunt heures! seen reel 1 
b) Bactériologie positive en quarante 4 quarante-huit heures.... 14 
Effet cytotoxique direct : 
13rd) GAEL Vain oboe INRMIRES sods oaceoneccncecu sor 9 
En quarante 4 quarante-huit heures ................ 5 
CME CUCTUOLOG GENTLE G GLU C mewrsaerenate crates cater eetey seis yonel- Serene a= crore 12 
Effet cytotoxique direct : 
He Seize maeVIT Ot - eucNeULesaeee acter miae acne 7 
En quarante a quarante-huit) heures fy. 2... ee - 5 


Discussion. 


A. SENSIBILITE DE LA METHODE. — Une toxine diphtérique purifiée 
titrant 90 U. F. détruit les cellules de rein de singe a la dilu- 
tion 10—*, 

Cette grande sensibilité des cellules de rein de singe explique 
que la faible quantité de toxine recueillie par simple écouvil- 
lonnage soit suffisante pour donner des Iésions caractéristiques 
utilisables dans un but diagnostique. 

Le plus souvent, en effet, la solution de Hanks dans laquelle a 
baigné l’écouvillon se révéle nettement cytotoxique a la dilu- 
tion 10-*, 10° et méme parfois 10. 

Il faut également noter que douze fois (soit dans 15,5 p. 100 
des cas) le diagnostic a pu étre fait malgré l’échec de |’isolement 
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du germe, et que, pour 3 malades atteints de diphtérie, les pre- 
lévements furent négatifs au point de vue bactériologique et 
positifs en culture de tissu, respectivement quatre jours, sept 
jours et onze jours aprés le premier isolement du_ hacille 
diphtérique. ne 

Sur les 77 cas confirmés, la bactériologie s'est montrée positive 
au bout de vingt-quatre heures dans 62,5 p. 100 des cas, au bout 
de quarante-huit heures dans 15,5 p. 100 des cas. 

Par contre, le pourcentage des résultats positifs en culture de 
tissus est de 79,2 p. 100 des cas aprés vingt-quatre heures et de 
12,9 p. 100 aprés quarante-huit heures, ce qui représente un pour- 
centage global de 92,1 p. 100. 

Dans 7,7 p. 100 des cas (6 fois sur 77), l’effet cytotoxique direct 
ne s’est pas manifesté, Mais il est évident qu’un prélevement 
effectué dans le but de mettre en évidence la toxine diphtérique 
doit étre pratiqué d’une maniére soigneuse et qu’un simple attou- 
chement de la région amygdalienne peut ne pas suffire. L’écou- 
villon doit étre imprégné au maximum par les sécrétions 
pharyngées. 


B. SprCcIrICITE DE LA METHODE. 


a) Corrélation absolue entre les critéres classiques d’identifi- 
cation du bacille diphtérique et Veffet cytotoxique de la toxine 
diphtérique produite in vivo et in vitro. 


1° In vivo. Nous avons procédé a lidentification complete de 
23 souches de bacilles diphtériques isolées a partir de préléve- 
ments pharyngés. 

Dans ces 23 cas, le diagnostic a été fait a la suite de l’isolement 
d’un germe a morphologie caractéristique et de la mise en évi- 
dence de la toxine a partir du prélévement. 

Ces 23 souches acidifiaient le glucose et la dextrine en milieu 
de Hiss. 

Deux souches acidifiaient, en plus du glucose et la dextrine, 
l'une le maltose et |’autre le saccharose. 

L’action sur le lactose et la mannite, de méme que la recherche 
de l’uréase dans le milieu de type Kleinsorgen-Welsch étaient 
négatives pour ces 23 souches. 

L’inoculation au cobaye était positive dans tous les cas, de 
méme que la recherche de l’effet cytotoxique sur cellules de rein 
de singe a partir d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures. 


2° In vitro. 22 souches provenant de divers laboratoires et 
adressées a l'Institut Pasteur de Saigon pour confirmation ont été 
également controlées dans les mémes conditions. 

20 souches acidifiaient le glucose et la dextrine et étaient sans 
action sur le saccharose, le lactose, le maltose et la mannite. 
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2 souches étaient positives pour le glucose, la dextrine, le 
saccharose et le maltose. 

L’inoculation au cobaye et la recherche de leffet cytotoxique 
étaient positives dans tous les cas, 

Nous avons étudié, en outre, 6 souches qui présentaient les 
caractéres morphologiques et les affinités tinctoriales du bacille 
diphtérique. Quatre d’entre elles étaient dextrine — et 2 dex- 
rine +. Ces deux derniéres souches se comportaient au point de 
vue biochimique comme des bacilles diphtériques (dextrine +, 
glucose +, urée —), mais leur culture en bouillon n’était pas 
pathogéne pour le cobaye et n’avait aucun effet cytotoxique. 

b) Non interférence d autres toxines microbiennes. 

Penso et Vicari ont signalé l’action des toxines  staphylo- 
cocciques (6, 8, 13, 44] et streptococciques [8, 45] sur les celluies 
en culture. 

Nous ne pensons pas cependant que l’effet de ces différentes 
toxines puisse se manifester a partir d’un prélévement pharyngé. 

Nous avons, en effet, isolé a partir de nombreux écouvillon- 
nages imoculés secondairement sur culture de tissu des staphylo- 
coques pathogénes ou des _ streptocoques hémolytiques : dans 
aucun de ces cas, nous n’avons observé de lésion cytotoxique sur 
les cellules en culture. 

D’ailleurs la nature diphtérique des lésions obtenues a partir 
des prélévements a toujours pu étre confirmée, soit que le bacille 
diphtérique lui-méme ait élé isolé en méme temps, soit que l’élé- 
ment toxique ait pu étre neutralisé d’une maniére spécifique par 
Vaction de l’antitoxine. 

Nous avons par ailleurs, dans une note précédente [2], étudié 
le comportement sur culture de tissu de 19 souches microbiennes 
aérobies différentes et montré que, dans les conditions de nos 
expériences, c’est-a-dire a partir d’une culture en bouillon, seul 
le bacille de Shiga provoque des effets cytotoxiques analogues 
a ceux produits par le bacille diphtérique. 

Cette constatation n’enléve rien a la spécificité de la méthode, 
du fait que le diagnostic différentiel entre le bacille de Loeffler 
et le bacille de Shiga ne se pose jamais dans la pratique. 


CONCLUSION. 


L’utilisation des cultures de tissu en couche monocellulaire 
dans un but diagnostique tend actuellement a se généraliser. Dans 
le cas de prélévements de gorge, cette technique a pour but liso- 
lement de virus tels que les virus A. P. C., poliomyélitique, herpé- 
tique, rougeoleux et les myxovirus. Notre étude montre qu’a cet 
intérét d’ordre virologique s’ajoute la possibilité de faire le dia- 


186 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


gnostic de la diphtérie dans des conditions de sensibilité et de spé- 
cificité trés satisfaisantes. L’usage des milieux d’isolement clas- 
siques assure un diagnostic de probabilité dans les délais habituels. 
mais le remplacement de |’inoculation du cobaye par l’ensemen- 
cement, & l’aide d’une technique simple, de tubes de culture de 
cellules de rein de singe présente de trés nets avantages : rapl- 
dité de diagnostic de certitude et possibilité de ce diagnostic apres 
une stérilisation bactériologique consécutive a Vemploi précoce 
d’antibiotiques. 

Il nous parait souhaitable que nos expériences soient reprises 
en utilisant des souches de cellules entretenues type HeLa ou KB 
dont l’usage est maintenant courant dans les laboratoires non spé- 
cialisés. Ainsi la technique que nous proposons présenterait un 
1éel intérét pratique. 


SUMMARY 


DIAGNOSTIC OF DIPHTHERIA ON TISSUE CULTURE. 


The tissue culture technique proved sensitive and specific for 
the diagnostic of diphteria. 

The inoculation of monkey kidney cell cultures possesses marked 
advantages over inoculation into guinea pigs; it permits a rapid 
and accurate diagnostic, which can be achieved after a bacterio- 
logical sterilization by means of antibiotics. 

The experiments should be also carried out on HeLa and KB 
cells, which are of routine use in virus laboratories. The technique 
proposed by the authors would then have an actual practical 
value. 
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ACTION DES ULTRASONS 
SUR LES PROPRIETES BIOLOGIQUES 
DU VIRUS DE LA GRIPPE 


par Cl. HANNOUN, R.-O. PRUDHOMME et J. GIUNTINI (*) 


(Institut Pasteur) 


L’action des ultrasons sur le virus de la grippe, étudiée par 
plusieurs auteurs, a donné des résultats assez divers [4]. Pour les 
uns, l’inactivation était assez rapide, pour les autres elle était 
presque nulle. La difficulté d’obtenir des conditions d’expérience 
identiques peut sans doute expliquer de telles divergences. Nous 
avons entrepris d’étudier l’action des ultrasons sur diverses pro- 
priétés biologiques du virus grippal (pouvoir hémagglutinant, 
pouvoir infectant, pouvoir antigénique) en faisant varier l’état de 
purification, le milieu de suspension du virus, la durée de lirra- 
diation et Ja composition de la phase gazeuse. 


TECHNIQUES 


1° Virus. — Le virus était du virus grippal A de diverses souches : 
PR8 (souche A classique), souches « asiatiques » A2 (JAP, SING, ROSP), 
cultivé par voie allantoique sur embryon de poulet de 11 jours et récolté 
apres quarante-huit heures 4 37° (PR8) ou a 32° (AQ). 


2° PURIFICATION ET CONCENTRATION. — Diverses méthodes ont été uti- 
lisées pour purifier et concentrer le virus. Elles seront décrites dans 
le texte sous le nom de: 


a) Centrifugation préparatoire. — Centrifugation, cinq minutes & 
6000 t/min ; on garde le surnageant. Cette opération appliquée au 
liquide allantoique brut, a pour but de Je débarrasser des impuretés 
particuiaires qu’il contient (globules rouges, débris cellulaires). 


b) Adsorption-élution. — Le liquide allantoique infecté est traité par 
10 p. 100 (en volume) de culot de globules rouges de poule lavés ; 
l’adsorption dure quinze minutes 4 0°; on centrifuge cinq minutes 
a 6000 t/min 4 0°, on reprend le culot dans 1/12 A 1/10 de volume 
d’eau physiologique tamponnée a pH 7,0 et on élue deux heures a 37° ; 
aprés centrifugation a faible vitesse, on conserve le liquide surnageant. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 
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c) Ultracentrifugation Sharples. — Le liquide allantoique ayant déja 
subi une centrifugation préparatoire est centrifugé A 50000 t/min en 
centrifugeuse Sharples, bol virus, débit 2 1 A Vheure; le culot est 
repris dans 1/10 de volume de solution de Ringer formolée 4 1 p. 1 000. 
On centrifuge 4 faible vitesse pour éliminer les débris non remis en 
suspension. 


d) Centrifugation fractionnée. — Le liquide allantoique ayant déja 
subi une centrifugation préparatoire est centrifugé deux heures a 
15 000 t/min en centrifugeuse angulaire « Pirouette » ; le culot est 
repris en eau physiologique, puis centrifugé une seconde fois A 
15 000 t/min pendant deux heures ; le culot est repris dans un faible 
volume d’eau physiologique ou d’eau bidistillée. 


3° TRAITEMENT PAR LES ULTRASONS. — Le générateur 4 ultrasons est 
du type piézo-électrique. La fréquence utilisée est de 800 kHz avec une 
puissance acoustique totale de 100 watts (générateur de la Société 
S.C. A.M.). L’irradiation est pratiquée dans une cloche en verre déja 
décrite [2], plongée dans l’eau courante pour éviter 1l’échauffement. 

On introduit dans la cloche un mélange gazeux contenant au moins 
10 p. 100 d’hydrogéne afin de bloquer les effets chimiques au cours du 
traitement [3]. Dans certains cas nous avons opéré en présence d’air 
pour mettre en évidence l’action oxydante des ultrasons sur certaines 
propriétés du virus grippal. 


4° Trrraces. — a) Powvoir hémagglutinant. On réalise deux séries de 
dilutions en eau physiologique de 2 en 2 4 partir de 1/10 et 1/16 respec- 
tivement sous le volume de 0,5 ml. On ajoute 4 chaque dilution 0,5 ml 
d’une suspension 4 0,5 p. 100 de globules rouges de poule lavés. On 
lit aprés une heure en notant la derniére dilution ot l’agglutination 
est positive. On compte la dilution finale, y compris le volume de la 
suspension de globules rouges. 


b) Pouvoir infectant. — On dilue le virus en bouillon aux dilutions 
okey UG, WO eae 10—§ et on inocule par voie allantoique 0,1 ml de 
chaque dilution & 5 embryons de poulet incubés depuis onze jours. 
Aprés trois jours d’incubation supplémentaire, on préléve les liquides 
allantoiques et on recherche, pour chaque ceuf, la présence d’hémag- 
glutinine. On détermine alors la dilution 50 p. 100 infectante par la 
méthode de Reed et Muench [4]. 


c) Expression des résultats, — Les titres hémagglutinants pour 1 ml 
(HA) et les pouvoirs infectants pour 0,1 ml (PI) sont exprimés dans 
les tableaux par l’inverse de leurs logarithmes. 


d) Titrage des anticorps. — Le titrage des sérums des souris vacci- 
nées a été effectué par la réaction d’inhibition d’hémagglutination 
\ des dilutions successives de sérums on ajoute 4 unités hémaggluti- 
nantes de virus homologue (souche A2), puis 0,5 ml de globules rouges 
de poule 4 0,5 p. 100. La lecture, faite au bout de deux heures, permet 
de déterminer la dilution la plus forte inhibant totalement laggluti- 
nation. Le titre des anticorps est exprimé par cette dilution. 
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RESULTATS 


1° EFFET DES ULTRASONS SUR LE POUVOIR HEMAGGLUTINANT 
DU VIRUS GRIPPAL. 


a) TRAITEMENT DE DIVERSES PREPARATIONS DE VIRUS. — Dans une 
premiére série d’expériences, nous avons titré le pouvoir hémag- 
glutinant de préparations de virus grippal brut ou purifié, apres 
traitement aux ultrasons pendant trente minutes, sous atmosphére 
d’hydrogéne, a 20°. Les résultats sont exprimés par le tableau I. 


Tasteau I. — Effet des ultrasons (trente minutes dans l’hydrogéne) 
sur diverses préparations de virus grippal (log. du titre hémag- 
glutinant). 
saeee eee e sass sass ses eee s sss ssn Sasso easa esas sessas ss sasaeeses ss seees sss ssassseesassass= = 
SOUCHE log. HA avant 
ULTRASONS 
A, ROSP 165 
45 SING 1.6 
A, SING Centrifugé 1.6 
A, JAP Brut 2.4 
A, SING Brut Boil 
Ay SING Centrifugé 2.8 
A PRB Brut 3.9 
A, SING Concentré 207 
Ads.Elut. : 
A, SING " 2.5 
A; SING " 4.0 
A, SING Concentré 1.9 
ultracentrifu- 
gation. | 
A, SING " 265 
A, SING " 2.8 | 
A, SING " 2.8 | 
A, SING " 3.0 
A, SING t Bled 


a) Liquide allantoique brut ou ayant subi une centrifugation 
préparatoire. — Le traitement par les ultrasons dans les condi- 
tions décrites a pour effet d’augmenter le titre hémagglutinant. Le 
facteur d’augmentation de titre varie entre 0,2 et 0,8 unité loga- 
rithmique et semble d’autant plus élevé que le titre de la prépa- 
ration est plus faible au départ. 
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B) Virus concentré par adsorption-élution. — Le traiternent par 
les ultrasons a un effet bien moins intense : on ne note ici que 
peu ou pas d’augmentation de titre. 


y) Virus concentré par ultracentrifugation (Sharples). — L’effet 
est ici comparable a l’effet sur le virus brut : le facteur d’augmen- 
tation est cependant encore supérieur puisqu’il varie de 0,5 & 1,2. 
Il est remarquable que l’effet est, ici aussi, d’autant plus intense 
que le titre de départ de la préparation est plus faible. 


b) INFLUENCE DU MILIEU DE SUSPENSION PENDANT LE TRAITEMENT 
AUX ULTRASONS. — Pour apprécier influence du milieu de sus- 
pension nous avons alors effectué les expériences suivantes. Apres 
deux cycles de centrifugation 4 15 000 t/m d’une préparation de 
virus, le culot est dispersé en eau distillée. Sur une moitié de la 
suspension, on ajoute immédiatement la quantité de NaCl néces- 
saire 4 ramener le milieu 4 Visotonie. On traite alors aux ultra- 
sons les deux suspensions de virus (en eau distillée, en solution 
isotonique de NaCl) pendant trente minutes en atmosphére 
d’hydrogéne. 

Le tableau IJ montre que l’augmentation du ttre hémagglu- 
tinant constatée en milieu isotonique n’est pas retrouvée pour du 
virus en suspension dans ]’eau distillée. Dans ce dernier cas, les 
ultrasons semblent avotr plutét un effet nocif rapide sur le pou- 
voir hémagglutinant. 


Tasteau lI. — Influence du milieu de suspension du virus (grippe A,). 


{ 

| En NaCl Isotonique. Log.HA En eau distillée. Log. HA i 
ee eee ee 
alt Avant Aprés Avant Aprés I 
| ultrasons ultrasons ultrasons ultrasons H 
i : i 
Ym rn nn rn Penn rn en rr en nn rn fn en reese ene ne me meme I 

I A 
i exp. 1 3.0 3.3 344 3.3 H 
| exp. 2 2.8 3.4 2.8 2.7 H 
: . | 
it exp.. 3 31 +34 301 361 I 
eed Ss = 3.6 3.3 i 
tt 
H 
Meaie on f 
J a rE SERRA SSS SSS SSS SSS SS SSSR SSS SSS SSS SSS SSS SSS SS RSS SESS SSS SS FTES SS SSeS 

c) INFLUENCE DE LA DUREE DE L’IRRADIATIONN. — L/’influence de 


la durée de traitement a ensuite été étudiée. Un essai préliminawe 
nous avait montré que le titre maximum du pouvoir hémagglu- 
tinant était atteint aprés trente minutes et que trente minutes de 
plus ne changeaient pas ce titre. Des intervalles de temps plus 
serrés furent alors essayés avec des préparations de virus brut 


ou concentré par centrifugation. 
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Le tableau II] montre qu’avec le virus brut le titre maximum 
n’est pas obtenu avant trente minutes. Au contraire, avec le virus 
purifié par ultracentrifugation, il ne faut que deux munutes 


Taste,u IJ]. — Effet de la durée d’irradiation. 


a eee ey 
y poweeennacsacsscessssssess= : as r 
| @EMPS DB TRAITEMENT PAR LES | VIRUS BRUT (A,souche ROSP) VIRUS PURIFIE (A,souche SING) } 
ULTRASONS DANS L’HYDROGENE i 
| BN MINUTES Log. HA Log. HA 
i en a a een || 
I aa <aaa= 
i 0 1.5 4 t 
h 1 = 4.2 H 
H 2 4.3 H 
; : 4.3 
i 5 1.8 4.3 t 
i 7 = 4.3 fH 
10 1.9 4.3 Ht 
15 i ae 
\ 20 - 4.3 H 
h 25 : 4.3 
| oe . 4.3 
| - : ! 
Ht 
- ; 7 i 
Sea e, oe ti ares ADO rue l 
Tisteau IV. — Effet de la durée d’irradiation sur le virus purifié 


(temps courts, atmosphére d’hydrogéne). 
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environ, ainsi que le confirme l’expérience, plus précise, décrite 
dans le tableau IV. L’augmentation de titre est donc beaucoup 
plus rapide lorsque l’on traite du virus concentré remis en sus- 
pension en milieu salin isotonique. 


d) INFLUENCE DE LA COMPOSITION DE LA PHASE GAZEUSE PENDANT LE 
TRAITEMENT PAR LES ULTRASONS. — ‘Le tableau V montre que le 


RSS SPSS SSS PS SSSSSssaq_qSSssssssa= 


Tasceru VY. — Influence de la composition de la phase gazeuse. 

VIRUS GRIPPAL Ab souche SING AVANT ULTRASONS | 30 MINUTES 30 MINUTES 

log. HA ULTRASONS ULTRASONS AIR 
. HYDROGENE 

log. HA log. HA 

Liquide allantofque brut 1.6 24 2.8 
Liquide allantofque centrifugé 1 1.6 2.4 2 

Liquide allantoique centrifugé 2 2.8 3.3 . 
Concentré adsorption-élution 1 Zoo . Page 
" " " 2 4.0 4.2 4.0 
i Concentré centrifugation Sharples 2.8 3-3 301 
Concentré 2. cycles centrifugation 1 3.0 3.3 BAY 
i Bi 3.4 2.8 
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traitement par les ultrasons en présence d’hydrogéne augmente 
toujours le titre hémagglutinant, quel que soit le milieu dans lequel 
le virus a été mis en suspension (virus dans le liquide allantoique 
brut ou purifié et remis en suspension en eau physiologique). Par 
contre, lorsque l’on opére en présence d’air, l’augmentation du 
titre a eu si le virus est dans son milieu d’origine, mais pas 
lorsqu’il a été purifié et remis dans un milieu salin. On peut 
expliquer cette différence par le fait que le liquide allantoique 


" " " 2) 


contient des substances prolectrices contre les oxydations, ce qui 
rapproche des conditions expérimentales de Jirradiation en 
présence d’hydrogéne. Au contraire, en milieu salin, les agents 
oxydants s’attaquent directement au virus, ce qui fait baisser le 
titre hémagglutinant. 


2° EFFET DES ULTRASONS SUR LE POUVOIR INFECTANT 
DU VIRUS GRIPPAL. 


a) L7INFLUENCE DES MEMES FACTEURS (état de purification, milicu 
de suspension, composition de la phase gazeuse) sur le pouvoir 
infectant du virus a été étudiée dans des expériences combinées : 
on faisait varier, au cours de la méme expérience, le milieu de 
suspension du virus aprés les centrifugations et la composition de 
la phase gazeuse au cours du traitement. Deux expériences de ce 
type ont été réalisées avec titrage final du pouvoir infectant des 
diverses préparations (tableau VI). 

Les résultats montrent que Je pouvoir infectant est beaucoup 
plus sensible aux ultrasons que |’’*hémagglutinine. Déja le simple 
fait de reprendre le virus en eau distillée au leu d’eau physio- 
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logique fait baisser le titre d’une unité logarithmique : soit que 
leau distillée seule dénature rapidement le virus, soit encore 
que l’insolubilité du virus dans ces conditions, signalée par 
Takatsy [5] soit responsable de cette baisse de titre. Le traitement 
pendant trente minutes par Jes ultrasons en présence d’hydrogéne 


Tasteau VI. — Effet des ultrasons sur le pouvoir infectant du virus 
grippal. 


m 


ULTRASONS 30 MINUTES |ULTRACONS 30 MINUTES 


DANS H2. log.PI DaNS AIR. log.PI 
i EXPERIENCE 1 
| Culot repris dans NaCl WAT >6.0 OF) 
t Culot repris dane H20 6.8 >6.0 <0.5 
nem aNrnneE ena Senna risa cy 
| EXPERIENCE 2 
! ‘Culot repris dans NaCl 8.5 7.5 4.7 
i Culot repria dans H20 Tol 6.4 3,2 


fait baisser le titre de chacune des préparations d’une unité loga- 
rithmique, alors que si l’on opére dans lair, on obtient une dimi- 
nution considérable du titre infectant. IL ne semble pas que la 
dénaturation soit influencée par le milieu de suspension, puisque 
la diminution de titre n’est pas plus importante dans |’eau 
distillée que dans l’eau physiologique. 


b) INFLUENCE DE LA DUREE DE L’IRRADIATION. — Nous avons tratté 
du virus en suspension dans l’eau physiologique en présence 
d’hydrogene pendant des temps variables pour connaitre 1|’évolu- 


Tasteau VII. — Influence de la durée de l’irradiation (temps courts). 
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tion de l’inactivation dans le temps. Le tableau VIL donne le 
résultat d’une expérience typique. 
Les résultats de ces expériences ont montré une augmentation 
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de titre ne dépassant jamais 0,5 unilé logarithmique intervenant 
trés rap)dement au cours des deux premiéres minutes, suivie d’une 
diminution rapide du titre. 


0° EFFET DES ULTRASONS SUR LE POUVOIR ANTIGENIQUE 


DU VIRUS GRIPPAL, 


Enfin restait & examiner leffet de Virradiation par les ultra- 
sons sur les propriétés antigéniques du virus. 


Nous avons utilisé pour cela deux méthodes : le titrage du pouvoir 
antigénique dans la réaction de fixation du complément en présence 
de sérum de convalescent, afin d’apprécier Ja teneur en antigéne S 
(soluble) ou en antigéne V (viral) [7] des préparations traitées ou non, 
et V’appréciation du pouvoir vaccinant pour la souris par la mesure 
du titre en anticorps sériques de souris ayant recu une seule injection 
des préparations traitées ou non. 


a) EFFET SUR L’ANTIGENE FIXANE LE COMPLEMENT.“ — Le 
tableau VIII montre que les ullrasons dans Vhydrogéne font peu 
varier le titre antigénique des diverses préparations de virus 
grippal, bien que ces mémes préparations présentent parfois dans 
le méme temps une augmentation considérable de leur pouvoir 


Tasteau VIII. — Effet des ultrasons sur les antigénes fixant le 
complément. 


mann SamarmEsesSSasSn snes SSS SSSSS SSS SSS SSS SSS SS SS SS SS 5 SSS SS SS SSE SSS SSS SSS 
PREPARATION DE L'ANTIGENE AVANT 


i Antigéne soluble (extrait de membranes 


t chorioallantotques) 1.3 
; “Virus concent Sharples Vee 
|| Liquide allantofque centrifugé ae 
i = 

' Virus concentré Adsorption Elution 1.5 


hémagglutinant (pour la préparation de virus concentré : 2,8 a 3,7 ; 
pour la préparation de virus en liquide allantoique brut : 2,8 a 3,3). 


Il ne s’agit pas toujours du méme facteur antigénique (antigene 
soluble pour les extraits de membrane, antigéne viral dans ies 
autres cas) : l’antigéne soluble n’est pas altéré par les ultrasons, 
l’antigéne viral de son cdté ne suit pas exactement le sort de 
Vhémagglutinine. Le pouvoir antigénique est plus fragile danas 


Yair que dans Vhydrogéne. 


ie) 
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b) Errer SUR LE POUVOIR VACCINANT POUR LA souRIsS. — Deux 
lots de vaccin ont été préparés de la fagon suivante. ‘Le vaccin 
témoin consistait en une préparation de virus concentré par ultra- 
centrifugation (Sharples) de liquide allantoique inactivé par le 
formol, puis dilué aprés titrage (10°*) de telle sorte qu’il conte- 
nait 500 unilés hémageglutinantes de virus grippal A2 par milli- 
litre. Le vaccin était ensuite aluminé a la concentration habituelle. 
Une fraction du méme virus concentré et inactivé fut prélevée, 
puis soumise aux ultrasons pendant trente minutes en almosphere 
d’hydrogéne. Le titrage révéla une augmentation du pouvoir 
hémageglutinant de huit fois (10%’). Ce virus fut lui aussi amené 
‘a 500 unités hémagelutinantes (par une dilution huit fois plus 
grande que pour le vaccin témoin) puis aluminé de fagon identique. 

Deux lots de 20 souris furent alors vaccinées avec chaque pré- 
paration de vaccin. Quinze jours plus tard les souris furent 
saignées par lots et une réaction d’inhibition de l’agglutination 
fut faite sur les sérums avec un antigéne homologue. 


TITRE DES ANTICORPS. 


Vaccinsalumine tenvoun sate) eee eee 1/200 
Vaccin aluminé préparé @ partir de virus ultrasonné. 1/200 


Les résultats sont les mémes avec une dose de vaccin conte- 
nant 500 unités hémagglutinantes venant de virus concentré 
non traité, ou 500 unités hémagglutinantes venant de virus 
concentré et traité par les ultrasons. Or, dans ce dernier cas, 
augmentation du titre d’agglulination avait permis de diluer 
huit fois la préparation initiale, done de préparer huit fois plus 
de vaecin a 500 unités avec la méme quantité de liquide 
allantoique. 


Discussion. 


Les résultats de nos expériences montrent que le pouvoir 
hémagglutinant des préparations de virus grippal, aussi bien brut 
que purifié par ultracentrifugation, est notablement augmenté par 
traitement aux ultrasons: le titre augmente de 0.2 4 0,8 unité 
logarithmique en trente minutes, Au contraire, le virus concentré 
par la méthode d’adsorption-élution est beaucoup moins sensible, 
sinon insensible & la méme action. Le milieu de suspension peut 
modifier le phénoméne : le virus purifié, remis en suspension dans 
eau physiologique, atteint son titre maximum aprés deux minutes 
de traitement, alors qu’il faut trente minutes au virus brut, en 
liquide allantoique. Le fait que les préparations de virus concentré 
et purifié soient activées plus vite et plus intensément que les 
liquides allantoiques bruts s’explique par la présence, dans ces 
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derniers, de substances protectrices que la purification élimine 
et qui sont capables de s’opposer aux effets des ultrasons. Si, au 
heu de solution saline, on a ulilisé leau distillée pour remettre 

le culot de virus en suspension, on obtient une préparation plus 
fragile pour laquelle le traitement par les ulltrasons détruit rapi- 
dement le pouvor hémagglutinant. La présence d’hydrogéne 
au-dessus du liquide pendant le traitement par les ultrasons est 
essentielle si l’on veut obtenir le phénoméne d’activation de 
Vhémagglutinine du virus grippal: en effet, surtout lorsque l’on 
opére avec du virus purifié remis en suspension dans une solu- 
tion saline physiologique, le traitement dans l’air se traduit au 
contraire globalement par une inactivation. Les conditions les 
plus favorables pour augmenter Vactivité hémagglutinante du 
virus consistent done & utiliser du virus concentré et purifié afin 
de le rendre plus sensible, remis en suspension en milieu iso- 
tonique (afin d’éviter Valtération due a eau distillée) et d’opérer 
en présence dhydrogéne (afin d’empécher les phénomenes 
chimiques d’oxydation). 

L’examen du pouvoir infectant de nos préparations montre de 
méme que les ultrasons détruisent rapidement le pouvoir infec- 
tant s’ils agissent en présence d’air, mais beaucoup plus lentement 
dans l’hydrogéne (une unité logarithmique de diminution en trente 
minutes) : le pouvoir infectant est encore beaucoup plus sensible 
que |’hémagglutinine aux phénoménes d’oxydation. Cette action 
des ultrasons n’est pas immédiate : au cours d’une premiére 
période qui dure moins de deux minutes, il n’y a aucune dimi- 
nution, parfois méme au contraire une augmentation de titre est 
décelable, puis la baisse de titre commence. Au cours de la pre- 
miére phase, le rapport entre le titre infectant et le pouvoir 
hémagglutinant, qui correspond au nombre de doses infectantes 
présentes dans une dose hémagglutinante, reste & peu prés stable 
pour diminuer rapidement ensuile. 

‘Les ultrasons semblent avoir peu d’effet sur Vactivité des fac- 
teurs antigéniques fixant le complément en présence d’antisérums 
spécifiques dans les conditions ott nous les avons appliqués. Quant 
au pouvoir vaccinant des préparations de virus concentré, 11 
semble bien qu'il suive de prés le pouvoir hémagglutinant : les 
suspensions de virus peuvent étre diluées dans la méme propor- 
tion que augmentation du titre hémagglulinant tout en gardant 
le méme pouvoir vaccinant (jugé par la formation, chez la souris, 
d’anticorps inhibant Vagglutination). Le traitement par les ultra- 
sons peut étre considéré comme un moyen d’accroitre la valeur 
d’un vaccin en le rendant plus homogéne, a condition d’étre 
effectué dans les conditions précises que nous avons définies 
(temps court, température convenable, présence d’hydrogéne). 

L’examen de l’ensemble de ces résultats montre que le traite- 
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ment par les ultrasons peut avoir des effets extrémement variés, 
allant de V’inactivation brutale a l’augmentation notable de cer- 
taines activités biologiques. On comprend bien que les expériences 
conduites dans divers laboratoires, utilisant des techniques sou- 
vent différentes, puissent donner des résultats variés. L’un des 
facteurs qui apparait comme primordial est la présence d’hydro- 
géne dans la phase gazeuse au cours du traitement. On sait que 
les ultrasons provoquent dans un milieu liquide des actions 
physiques (formation ou coagulation d’émulsions, dépolymérisa- 
tions, désintégrations cellulaires ou microbiennes, etc.) et des 
actions chimiques qui sont en général des oxydations (formation 
de radicaux libres OH, HO,, formation d’eau oxygénée). Ces der- 
niéres n’apparaissent que si Virradiation a lieu en présence 
d’air (1) ou méme de gaz inertes et si le liquide contient de 
l’eau [3]. Par contre, en présence d’hydrogéne, on observe uni- 
quement les actions physiques, les actions chimiques n’ayant plus 
lieu [3]. Il suffit d’une concentration de 10 p. 100 en hydrogéne 
dans l’atmosphére surnageant le liquide irradié pour obtenir ce 
résultat. Ces effets chimiques sont particuliérement génants lorsque 
l'on opére sur du matériel biologique, en général trés sensible aux 
agents oxydants. C’est pourquoi, dans ce travail, nous avons le 
plus souvent conduit nos expériences en présence d’hydrogene. 

C’est sous cette condition que nous avons pu observer, sous 
Veffet des ultrasons, l’augmentation du titre hémagelutinant, Ja 
conservation du pouvoir infectant et du pouvoir antigénique. I] 
est au contraire évident, d’aprés les tableaux rapportant les expé- 
riences conduites en présence d’air que, dans ce cas, les pro- 
priétés biologiques du virus grippal sont plus ou moins rapi- 
dement altérées. Les particules de virus sont donc relativement 
résistantes aux actions physiques, mais beaucoup moins aux 
actions chimiques. 


On peut se demander par quel mécanisme les ondes ultrasonores 
modifient les propriétés biologiques du virus. Une premiére 
hypothése peut étre envisagée pour expliquer l’augmentation du 
pouvoir hémagglutinant : les ultrasons pourraient détruire un 
inhibiteur de l’agglutination présent dans les liquides allantoiques. 
Plusieurs constatations s’opposent A ce que cette hypothése puisse 
étre retenue. Tout d’abord, si de tels inhibiteurs existent dans les 
liquides allantoiques non infectés, on n’en trouve pas, ou trés 
peu seulement dans Jes liquides des embryons ow le virus s’est 
multiplié, ce qu’on explique généralement en invoquant leur des- 
truction par le virus (activité enzymatique). D’autre part, ces 


(1) En présence d’air, en plus des radicaux oxydants et de l’eau 
oxygenée qui en résulte, il se forme de l’acide nitreux et de l’acide 
nitrique. 
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inhibiteurs sont des mucopolysaccharides, done associés a des 
molécules plus petites et moins fragiles que les particules de 
virus; or, les préparations purifiées | de virus donnent aussi le 
phénoméne, alors que les substances solubles contaminantes ont 
été éliminées. L’ensemble de ces arguments rend trés peu vrai- 
semblable cette premiére hypothése. 

Il faut done admettre que les ultrasons ont permis de « révéler » 
des hémagglutinines qui existaient a l’état « potentiel » dans les 
préparations primitives, en association avec le virus lui-méme. 
Or, Vhomogénéité des suspensions de virus est un facteur ‘trés 
difficile 4 apprécier et 4 améliorer [5]. Dans les préparations de 
virus existent des agglomérats plus ou moins volumineux de par- 
ticules de virus, dus a des actions physiques d’agglutination 
spontanée et plus encore dans le cas du virus purifié par des ultra- 
centrifugations aprés lesquelles il est toujours difficile de remettre 
le culot en suspension de facon parfaite pour obtenir une prépa- 
ration homogéne. Il est logique de supposer que l’action des ultra- 
sons peut consister en une dispersion des particules actives per- 
mettant une meilleure répartition du pouvoir hémagglutinant. 

Dans le cas du virus de la grippe il y a en plus existence des 
formes filamenteuses de virus. On sait que ces formes sont a la 
fois hémagglutinantes et infectieuses ; mais elles ne représentent 
au maximum, pour chacune de ces propriétés, qu'une seule unité 
active. Si les filaments sont dissociés en filaments plus courts, ou 
méme, comme nous |’avons vu, en particules sphériques, il y aura 
alors plus d’unités agglutinantes et peut-¢tre aussi, si plusieurs 
des sphéres sont actives, plus d’unités infectantes. Ceci est en 
accord avec le fait que les préparations de souche asiatique d’1so- 
lement récent et riches en filaments sont plus activées que celles 
de virus PR8 qui ne présentent pas d’éléments filamenteux. De 
méme, en allant encore plus loin, si l’on admet que les sphéres 
peuvent étre dissociées par les ultrasons, comme elles le sont par 
Vaction de |’éther, en sous-unités indépendantes, l’activité hémag- 
glutinante de la préparation s’en trouve accrue, bien que le 
pouvoir infectant disparaisse dans ce cas. En ce qui concerne les 
particules douées de pouvoir hémagglutinant et non de pouvoir 
infectant, particules dites « incompletes », qui représentent un 
pourcentage du total variable selon les préparations, leur disso~ 
ciation augmentera également le pouvoir hémagglutinant, sans 
que le pouvoir infectant de la préparation s’en trouve modifié. 
Schématiquement, les ultrasons dissocieraient d’abord les amas 
de particules, puis les filaments, enfin les particules elles-mémes. 

Mais, si cette derniére interprétation de l’action des ultrasons 
est exacte, il doit étre possible de s’en rendre compte en exami- 
nant la morphologie des particules de virus. Aussi avons-nous 
examiné nos différentes préparations, avant et aprés action des 
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ultrasons, en microscopie électronique; les résultats détaillés 
seront publiés a part, mais nous pouvons déja en discuter 
quelques-uns en comparaison avec ceux que nous rapportons 1c1. 
Ces examens ont montré que les ultrasons détruisaient d’abord 
trés rapidement les filaments associés a certaines souches de virus, 
tout en respectant les sphéres. Puis, si l’on prolonge le traitement, 
les sphéres s’altérent également et l’on peut voir Je détail de leur 
structure interne apparaitre sur certaines images. Entre autres, 
on peut voir les particules d’hémagglutinine se dissocier de la 
particule de virus. Au cours de celte dermiére phase on retrouve 
tres peu de sphéres intactes par rapport aux images témoins, et 
cependant le pouvoir infectant a peu diminué. II est vraisemblable 
que les sphéres infectantes résistent mieux a l’effet mécanique des 
ultrasons que les sphéres non infectantes et que les spheres impar- 
faites dans leur forme ou leur relief, observées parfois sur Jes 
clichés. 

On peut ainsi se faire une idée du mode d’action des ultrasons 
sur le virus de la grippe. Les ultrasons provoquent, outre un effet 
chimique de libération de peroxydes que l’on peut empécher par 
ladjonction d’hydrogéne, une série d’ondes de choc susceptibles 
de dissocier, par écrasement, les structures fragiles. Les filaments 
du virus, dont on sait déja qu’ils sont fragiles vis-a-vis de mani- 
pulations pourtant modérées, sont évidemment détruits les pre- 
miers. Nos images montrent nettement que leur dissociation libére 
de nombreuses spheres, ce qui contribue a augmenter parallé- 
lement le pouvoir hémagglutinant et le pouvoir infectant. Cette 
premiére phase, trés rapide, dure moins de deux minutes. Puis, 
les sphéres elles-mémes sont atlaquées, d’abord celles dont la 
structure est incompléte ou imparfaite et qui sont les plus fra- 
giles; le pouvoir hémagglutinant augmente. Enfin les sphéres 
infectieuses elles-mémes se détruisent en libérant leur contenu ; 
le pouvoir infectant diminue tandis que le pouvoir hémagglutinant 
continue d’augmenter. Cette destruction est comparable a celle 
provoquée par le traitement selon la technique de Hoyle [7], avec 
cette différence qu’il n’y a pas intervention d’éther. 


CONCLUSIONS ET RESUME 


1° Le traitement du virus grippal par les ultrasons en présence 
@hydrogéne augmente son titre hémagglutinant. Le pouvoir infec- 
lant, aprés une courte phase d’activation, subit une inactivation. 

2° L’activation du pouvoir hémagglutinant est plus intense et 
plus rapide lorsque le virus a été purifié et concentré par ultra- 
centrifugation puis remis en suspension en milieu isotonique. 

3° Si lon opére en présence d’air, le pouvoir hémagglutinant 
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diminue lentement tandis que le pouvoir infectant est tres rapl- 
dement détruit. 

4° Les propriétés antigéniques du virus sont conservées apres 
traitement par les ultrasons. Le pouvoir vaccinant pour la souris 
est paralléle au pouvoir hémagglutinant : il est également activé 
par le traitement. 

5° Des examens au microscope électronique ont permis de 
suivre les stades d’altération des particules virales : les formes 
filamenteuses sont dissociées les premiéres, puis les sphéres impar- 
faites, puis les particules de virus actif. 


SUMMARY 


ACTION OF ULTRASONIC WAVES 
ON THE BIOLOGICAL PROPERTIES OF INFLUENZA VIRUS. 


1. The treatment of influenza virus by ultrasonic waves in pre- 
sence of hydrogen increases the hemagglutination titer ; the infecti- 
vity, after a short activation,-is inactivated. 

2. The increase oft the hemagglutination capacity is greater and 
more rapid when the virus has been purified by ultracentrifuga- 
lion, then suspended in isotonic medium. 

3. If the treatment is made in presence of air, the hemageluti- 
nation titer slowly decreases, whereas the infectivity is very rapidly 
destroyed. 

4. The antigenic properties of the virus are preserved after 
treatment by ultrasonic waves. The immunizing power for mice 
varies according to the hemagglutination capacity : it is also 
activated by the treatment. 

5. The alteration of the viral particles has been followed by 
electron microscopic studies: the filamentous forms are first 
dissociated, then the imperfect spheres, then the particles of active 
virus. 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE DE LA POLIOMYELITE 
DANS LES ILES DU CAP-VERT 


par J, CARVALHO DE SOUSA (*) (**). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D* P. Liprne)) 


La poliomyélite sous sa forme paralytique a été rarement 
observée jusqu’ici dans les iles du Cap-Vert, oti lon a signalé 
seulement un petit nombre de cas isolés. 

Une petite poussée épidémique est cependant apparue en mal 
1959 dans Vile de San Tiago ot elle s’est maintenue pendant 
deux mois, la maladie demeurant inconnue partout ailleurs. 

Nous avons, a celte occasion, été envoyé dans l’archipel afin 
de caractériser |’épidémie et de prendre les mesures sanitaires les 
plus urgentes. Nous avons eu affaire a des malades atteints de 
parésies et de paralysies des membres inférieurs apparues brus- 
quement ou aprés un syndrome intestinal banal de courte durée. 

Nous avons été frappé par l’évolution souvent bénigne de la 
maladie et par la rapidité de récupération des mouvements, celle-ci 
étant fréquemment compléte aprés trois a quatre semaines. I] n’y 
eut qu’un seul cas mortel chez un enfant a4gé de 4 ans dont le 
décés est survenu assez rapidement du fait d’une paralysie respi- 
ratoire. 

Nous avons procédé a des prélévements de selles de malades 
dans le but d’isoler le virus et 4 des prélévements de sang destinés 
a la recherche des anticorps. 

Mais nous avons voulu aussi étudier les conditions épidémio- 
logiques, totalement inconnues dans l’ile jusqu’a ce jour. Nous 
avons donc effectué aussi des prélévements de selles dans l’entou- 
rage des malades, chez des enfants normaux, dans tous les endroits 
ot. des cas cliniques avaient été observés. Nous avons de la méme 
facon prélevé du sang chez des enfants normaux appartenant 
a divers groupes d’dges, en des points séparés de J’ile, afin de 
procéder a l'étude du niveau ou de la fréquence des anticorps 
neutralisants antipoliomyélitiques. 

Le but de cet article est seulement de rendre compte des premiers 


. 


résultats obtenus 4 l’examen des échantillons sériques provenant 


(*) Boursier de 1’0. M.S. Adresse actuelle : Institut de Médecine tro- 
picale, Lisbonne, Portugal. 


(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 3 mars 1960. 


LA POLIOMYELITE AUX ILES DU CAP-VERT 203 


aussi bien de la population normale que des individus atteints par 
la maladie. L’isolement des virus dans les selles de la population 
enfantine normale est, par ailleurs, en cours de réalisation au 
Service de Virologie de l'Institut de Médecine Tropicale de Lis- 
bonne, sous la direction du professeur M. Pinto. 

Notre travail a été réalisé au Service des Virus de I’Institut 
Pasteur de Paris, selon la technique de séroneutralisation des 
virus poliomyélitiques sur cellules KB, due & MM. P. Lépine et 
F. Roger et 4 M™ A. Roger [4]. 

Il nous a été impossible d’adopter la dilution sérique au 1/10 
souhaitable pour des recherches épidémiologiques réalisées selon 
un procédé qualitatif. Les conditions matérielles des prélévements 


Me [ Cidade Velha 


[Mies il 


et de conservation des sérums nous ont, en effet, obligé 4 utiliser 
une dilution au 1/100. | 

Cependant les résultats obtenus fournissent des renseignements 
importants sur la poussée épidémique et contribuent a une meil- 
leure connaissance de l’épidémiologie de la poliomyélite sur ce 
territoire de Afrique portugaise. 

Notre étude a porté sur 288 enfants normaux agés de 2 a 12 ans, 
recrutés en trois endroits distincts : Cidade Velha, Santa Catarina 
et Picos:. 

La figure 1 se rapporte & 185 sujets de Cidade Velha et montre 
la distribution des anticorps poliomyélitiques spécifiques selon les 
quatre groupes d’age envisagés. On voit que la majorité des 
enfants ont été trés précocement en contact avec le virus poliomyé- 
litique de type I, vis-a-vis duquel il existe un pourcentage élevé 
d’anticorps. Dans le groupe d’age de 2 a 4 ans, on observe ainsi 
73 p. 100 environ d’individus positifs. 
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Le contact avec le virus de type HI a été également précoce 
(53,6 p. 100 dans le méme groupe d’dge), a l’encontre de ce que 
l'on observe pour le virus de type LI. 

En effet, toujours dans le méme groupe d’age, on trouve des 
anticorps vis-a-vis du type II dans 7,3 p. 100 des cas seulement. 

Dans le groupe d’age suivant, celui des enfants de 5 a 8 ans, on 
constate une fréquence plus élevée des anticorps contre les trois 
virus poliomyélitiques pris ensemble ou séparément. 

Pour le virus de type If nous avons été frappé par l’augmen- 
tation rapide de la proportion des individus positifs : lors du pas- 
sage du premier au deuxiéme groupe d’age, le pourcentage passe 
en effet brutalement de 7,3 p. 100 a 85,7 p. 100. 


Dans le groupe d’age le plus élevé, on note une diminution 
remarquable dans la proportion des résultats sérologiques positifs 
vis-a-vis des virus de type I et de type III. Ce fait peut étre da 
a des irrégularités statistiques, mais il nous parait provoqué de 
fagon beaucoup plus vraisemblable par une diminution dans le 
niveau moyen des anticorps. Si cette hypothése est exacte, c’est 
done entre 5 et 8 ans que les contacts avec les virus de type I et 
de type III sont les plus fréquents. 

Avec le virus de type II, la décroissance dans le nombre des indi- 
vidus positifs est beaucoup moins rapide, ce qui cadre bien avec 
hypothése que nous avons émise et avec le contact plus tardif 
avec ce virus, comme la sérologie nous a déja permis de le 
remarquer. 

Par ailleurs, nous pouvons confirmer les données classiques sur 
la diminution avee lage du nombre des sujets dépourvus d’anti- 
corps. 
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Les figures 2 et 3 se rapportent aux observations effectuées 

a Santa Catarina et a Picos. Ils confirment mutatis mutandis les 

renseignements recueillis 4 Cidade Velha et permettent d’envisager 
des conditions d’épidémiologie communes. 


Les figures 4 et 5 ainsi que Je tableau I font la synthése des 
résultats obtenus pour les trois localités, mais en regroupant les 
données relatives aux deux groupes de 5 4 8 ans et de 6 a 9 ans, 


To 
ell 


80} RY 


60} | 


ans 5-9ans 


Fic. 4. — Ensemble des résultats pour Vile de San Tiago. 


qui sont ici envisagés simultanément pour le groupe d’age de 

5 a 9 ans. 
L’examen des figures corrobore nos précédentes conclusions 

sur l’immunisation plus tardive contre les virus de type I par 
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rapport aux deux autres types, sur ]’évolution de la fréquence 
des anticorps selon les groupes d’age et sur la décroissance pro- 
gressive du nombre des individus non immunisés. 

Bien que cette étude ne puisse pas étre considérée comme com- 
pléte, puisque nous n’avons pas encore les résultats des réactions 
quantitatives, il nous semble qu’un certain nombre de conclusions 
provisoires peuvent dés maintenant en étre dégagées. 

1° La poliomyélite se présente dans l’ile de San Tiago avec une 
endémicité considérable, tout a fait analogue a celle de régions 
oti les conditions d’hygiéne sont identiques et assez défavorables, 


%o 
100 pr 


I 0 yuu H+ sons 
Fic. 5. — Ensemble des résultats pour Vile de San Tiago. 
Tasteau I. — Ensemble des résultats pour l’ile de San Tiago. 
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ce niveau endémique élevé ayant luicméme un rapport certain 
avec Je petit nombre de cas cliniques habituellement observés 
(Lépine {8)). 
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2° Le contact avec les virus poliomyélitiques est précoce comme 


on pouvait s’y attendre. Les résultats de Paul, Melnick et colla- 
borateurs en Egypte [4], sans étre exactement superposables a ceux 
de nos observations 4 San Tiago, présentent, en effet, des carac- 
leres communs avec eux, notamment en ce qui concerne la préco- 
cilé des infections poliomyélitiques. 

Dans leur enquéte de 1942, ces auteurs avaient en effet observé 
que prés de la moitié des enfants examinés présentaient des anti- 
corps neutralisants contre le virus de type II avant l’Age de 2 ans, 
age auquel 80 p. 100 des enfants avaient des anticorps contre l’un 
ou l’autre des types de virus. A 4 ans enfin, 75 p. 100 des enfants 
égypliens avaient des anticorps contre les trois types de virus. 

fl y a au contraire des différences marquées avec le comporte- 
ment sérologique des populations enfantines des Etats-Unis et de 
certains pays d’Europe. 

En France, par exemple, René Martin, Roger, Damas et 
M* Roger [5] ont remarqué que vers l’Age de 4 ans, 5,5 p. 100 
seulement des enfants sont complétement immunisés, 42 p. 100 
d’entre eux n’ayant jamais été en contact a cet Age avec aucun 
des trois virus. 

Dans Vile de San Tiago au contraire, et pour le groupe de 
2 a 4 ans, nous avons trouvé 11,4 p. 100 de sujets completement 
protégés et 6,6 p. 100 seulement ne jouissant d’aucune sorte 
d’immunisation (au titre de 1/100 utilisé). 

D’autre part, les auteurs francais ont rencontré dans le groupe 
d’age de 10 4 12 ans, 22 p. 100 d’enfants complétement immunisés, 
et 7 p. 100 d’enfants sans aucune protection. Nos valeurs corres- 
pondantes (9 4 12 ans) sont respectivement de 40,6 p. 100 et 
3,2 p. 100: 

3° A San Tiago, l’infection par le virus de type I parait aussi 
la plus précoce, suivie ultérieurement et dans lordre par les 
infections a virus de type III et de type II. 

Nous insistons sur le caractére relativement tardif de |’immuni- 
sation contre le virus de type II par rapport aux deux autres 
virus: ce fait est en effet intéressant car la littérature ne signale 
pas de différences nettes dans le rythme d’immunisation vis-a-vis 
des trois types de virus poliomyélitiques. 

Il ne nous reste plus maintenant qu’’ rapporter les premiers 
résultats obtenus dans les réactions de neutralisation des sérums 
des malades (tableau II et fig. 6). 

Sur les 31 malades étudiés, la presque totalité (28, c’est-a-dire 
environ 90 p. 100) présentent des anticorps neutralisants vis-a-vis 
du virus de type I. Mais il n’y a que 22,8 p. 100 et 35 p. 100 
environ qui ont des anticorps correspondant aux types II et III, 
respectivement. 
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L’age de tous les malades est inférieur a 6 ans et, pour pres 
de la moitié, compris entre 3 mois et 2 ans. 

Bien que le nombre des cas cliniques soit, heureusement, trop 
faible pour autoriser des conclusions statistiques, nous croyons 
pouvoir dire que le pourcentage considérable d’immunisés par 


90,3 


Malades 


I LO+I sans 


Bie. 6: 


rapport au virus de type I doit correspondre a la poussée épidé. 
mique constatée dans Vile. 

Il est done probable que, dans Vile de San Tiago, ot lendé- 
micité poliomyélitique est élevée, on a affaire & une petite poussée 


Tasteau Il. — Nombre total des malades : 31. 


Nombre 


| Protection totale 


Absence totate de protection 


de maladie paralysante dont le virus de type I semble le prin- 
cipal responsable. 


Les réactions quantitatives permettront certainement d’arriver 
a des conclusions plus stres. 


Enfin, nous voulons ajouter qu’il nous a déja été possible d’isoler 
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a Lisbonne, au Laboratoire de Virologie de l'Institut de Médecine 
Tropicale, deux souches de virus polomyélitique du type I dans 
les selles des malades, ce qui semble concorder avec nos conclu- 
sions précédentes. 

Aucun des échantillons des selles des malades n’a donné de 
résultat positif dans la recherche des virus Coxsackie par inocu- 
lation de selles & des souriceaux. 


SUMMARY 


STUDIES ON POLIOMYELITIS IN PorruGuEse West AFRICA 
(Cape Verne Isranps). 


Qualitative studies on poliomyelitis antibodies in 288 normal 
and 31 diseased children in San Tiago (Cape Verde Islands) 
demonstrate that the incidence of polioviruses is very high in the 
island, and that children come vere early in contact with them. 

Antibodies to type II appear later than antibodies to types I 
and IU. 

The results sug 


(=) 


by type I poliovirus. 


est that the outbreak of San Tiago was caused 
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Nous sommes heureux de remercier le professeur Lépine de 
Paccueil quil nous a réservé au Service des Virus de |’ Institut 
Pasteur de Paris, et nous exprimons tous nos remerciements 
a Monsieur et Madame Roger pour l'aide qu’ils nous ont apportée 
dans ce travail. 
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ISOLEMENT ET ENTRETIEN EN LIGNEE CONTINUE 
D’UNE SOUCHE DE CELLULES PROVENANT 
D’UN EXSUDAT PERITONEAL DE LAPIN (SOUCHE EPL) 


par LE QUAN SANG (*) et J. MAURIN (**) 
(avec la collaboration technique de L. CHAUMONT). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [D* P. Lépine} 
Hoépital Laénnec, Clinique de Pneumo-Phtistologie 
[professeur E, Bernarp].) 


Pour l’étude de l’action, sur les éléments cellulaires, de divers 
agents pathogénes, des bactéries (Mycobacterium tuberculosis...), 
des virus (virus de la vaecine, de la poliomyélite, de Vherpés, de 
la myxomatose...), voire des protozoaires parasites (Trypanosoma 
cruzt...), de nombreux auteurs, depuis 1929 aprés Douglas, Smith 
et Price [44] se sont adressés aux cellules contenues dans l’exsudat 
péritonéal d’animaux, de lapin, de cobaye, en particulier, mais 
aussi de rat [87]. 

Les expériences, au début, ont été praliquées in loco dans le 
péritome méme de l’animal. Ainsi ont opéré Douglas et coll. [44), 
Ackerman et Kurtz [4], Koprowski, Koprowska et Lowe [48), 
Altenberg [2], Borrel {8}. Mais, a partir de 1952, Suter [34], Mac 
Kaness |20], Zuckerman [87] d’abord, puis Barski [8], Berth- 
rong [6] et dautres, ont réalisé leur expérimentation directement 
sur les cellules obtenues des exsudats péritonéaux, artificiellement 
provoqués chez les animaux, et cultivés in vitro. Ces cellules sont 
alors le plus souvent entretenues pour la durée de l’expérience, 
environ d’une a trois ou quatre semaines. 

En 1957, en voulant reprendre l'étude in vitro, d’une part, des 
modalités du comportement du bacille tuberculeux vis-a-vis des 
cellules phagocytaires, et d’autre part, de l’action des entérovirus 
sur les cellules normales autres que les cellules de rein de singe et 
les cellules amniotiques humaines, nous avons eu recours a la 


(*) Attaché de Recherches a 1’Institut National d’Hygiéne (profes- 
seur L. Buenarp). 


(**) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 
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méme source cellulaire, a l’exsudat péritonéal de lapin et de 
cobaye. 

loutefois, au leu de nous borner & en assurer une durée de 
survie suffisante pour notre étude, nous avons cherché a en obte- 
nir une lignée cellulaire continue. 


Ainsi, depuis plus de deux ans, nous entretenons au laboratoire 
une souche de cellules d’aspect épithélial, que nous avons isolées 
a partir d’un exsudat péritonéal de lapin, provoqué artificielle- 
ment par une méthode mise au point dans le Service des Virus 
a l'Institut Pasteur. Cette méthode, trés simple, ne nécessite aucun 
matériel particulier. Sans nul doute, nous n’excluons pas celles 
décrites par les autres auteurs, que nous avons d’ailleurs essayées 
successivement, mais auxquelles nous avons dt renoncer dans la 
suite, soit en raison de la difficulté a se procurer du produit 
(comme le glycogéne) utilisé comme agent chimiotactique, soit 
a cause de linsuffisance en quantité ou méme de la médiocrité 
en qualité des cellules obtenues (injection de bouillon, de tapioca 
ou d’huile minérale stérile). 


MATERIEL ET METHODES. 


Un lapin jeune, de 2 kg environ, mis 4 jeun depuis la veille, est 
endormi au Somniféne (Roche), a raison de 0,3 ml a 0,5 ml par kilo- 
gramme de poids, administré par voie intraveineuse dans la veine 
marginale de loreille (le Pentothal a été également employé avec le 
méme résultat). Généralement, 1 ml de liquide anesthésique suffit. 
Mais le Somniféne ne supprime pas tous les réflexes de l’animal, et 
souvent il est utile de parfaire l’anesthésie au moment de l’interven- 
tion par un peu d’éther donné sur une simple compresse. 

Aprés avoir rasé la peau du ventre de l’animal et l’avoir badigeonnée 
A l’alcool iodé, nous pratiquons une petite incision de 2 cm sur la 
ligne médiane, plan par plan, en évitant soigneusement les vaisseaux. 
Par cet orifice, nous introduisons dans la cavité péritonéale une tren- 
taine de petites billes de verre, stériles, de 0,5 cm environ de diamétre. 
Nous suturons ensuite le péritoine, le plan musculaire avec les fils 
ordinaires et posons 2 ou 3 agrafes sur la peau. 

L’animal est alors réchauffé et remis en cage pendant quarante-huit 
heures. Au bout de ce temps nous le sacrifions, aprés lui avoir fait 
au préalable une injection dans le péritoine de 60 a 100 ml de la solu- 
tion de Hanks (ou d’autre solution saline tamponnée) contenait 200 U. O. 
de pénicilline et 50 ug de streptomycine par millilitre, en le saignant 
a blanc, pour recueillir le sang et récolter ensuite le sérum nécessaire 
pour Je départ de la culture (naturellement on peut aussi épargner 
l’animal et prélever seulement le liquide péritonéal par la plaie opéra- 
toire). Aprés un Iéger massage du ventre de l’animal pour bien répartir 
le liquide injecté, nous ouvrons aseptiquement la cavité abdominale. 
Le liquide qui contient des cellules et qui apparait légérement trouble 
est aspiré avec une pipette 4 boule et est introduit dans une fiole 
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Fourneau stérile. Les billes, recouvertes d’une couche cellulaire blan- 
chatre, sont également recueillies dans le méme flacon qui sera bouche 
solidement avec un bouchon en caoutchouc stérile et secoué énergi- 
quement pendant quelques minutes. Des cellules se détachent alors des 
billes et toutes se dissocient dans le liquide. Quelquefois, dans ce but 
nous ajoutons un peu de tryspine 4 0,15 g p. 100 (environ 10 m1) qui 
facilite l’opération, mais qui ne nuit pas & la vitalité ou a la croissance 
ultérieure des cellules. Jamais nous n’avons trouvé nécessaire l’adjonc- 
tion d’héparine & la solution injectée. 

Le liquide devient de plus en plus trouble et est transvasé sans Jes 
billes dans un pot a centrifuger. Apres une centrifugation lente de 
800 A 1000 tours par minute pendant trois A cinq minutes, Je surna- 
geant est rejeté et le culot cellulaire repris dans Je milieu nutritif 
décrit par Lépine et coll. [49] & base d’hydrolysat de caséine addi- 
tionné de 10 p. 100 de sérum de poulain et de 10 p. 100 de sérum 
homologue ou autologue. Une numération a I’hématimétre nous 
indique 4 chaque fois un chiffre moyen global de 40 4 50 x 10® cellules. 

Nous procédons ensuite & leur distribution dans des _ récipients 
appropriés. Généralement nous employons, soit des flacons de 250 ml 
(type bouteille de Kélle en pyrex ou bouteille dite « de pharmacie » 
en verre neutre) avec un ensemencement riche, de l’ordre de 5 x 10° 
cellules par millilitre avec 20 ml par flacon pour obtenir des cultures 
abondantes, soit des tubes « & lamelles » avec un ensemencement moins 
important, de 3 x 10° cellules par millilitre et 1,5 ml a 2 ml par tube, 
pour nous permettre de suivre le développement de la culture par 
examen au microscope & travers le verre ou apres coloration des 
lamelles. 

La phase gazeuse est uniquement constituée par l’air atmosphérique. 
L’introduction de CO, ne nous parait nullement indispensable méme 
pour le départ. : 


R&sULTATS. 
1° Développement de la culture. 


La population de cellules que nous avons recueillies de l’exsudat 
péritonéal de lapin a la quarante-huitiéme heure est composée 
de nombreux polynucléaires, d’un moins grand nombre de lym- 
phocytes et de monocytes, d’une petite quantité de cellules endo- 
théliales et aussi de rares globules rouges. Le délai de deux jours 
pleins pour la récolte des cellules nous semble le temps optimum, 
car plus t6t on n’obtient que peu de cellules, presque uniquement 
des polynucléaires, et plus tard au troisiéme et surtout au qua- 
triéme jour, il se forme de nombreuses adhérences au niveau des 
anses intestinales, trés génantes, avec une prédominance marquée 
de lymphocytes. 

Nous avons mis directement, et immédiatement, les cellules au 
contact des parois de verre. Elles s’y fixent rapidement, sans 
aucune préparation spéciale. 

Au bout de vingt-quatre heures, un premier renouvellement 
de milieu, qui doit é¢tre fait délicatement, s’avere, par contre, 
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nécessaire, pour enlever les quelques hématies et les cellules non 
fixées dont la plupart sont surtout des polynucléaires et des lym- 
phocytes. Des le deuxi¢me jour, la grande majorité des cellules 
qui restent adhérentes au verre commencent a pousser un ou deux 
prolongements. Vers le quatriéme jour, on ne reconnait plus les 
polynucléaires, ou mononucléaires, ou histiocytes ; mais a leur 
place, on trouve une multitude de « cellules étoilées », sous l’aspect 
dune population dense, homogéne. Le changement de milieu doit 
étre effectué tous les quatre ou cing jours, nécessité par les 
besos nutritifs accrus des cellules, que rend apparent le virement 
du pH du miheu, mais quil faut suivre au microscope tous les 
jours. A la fin de la semaine, la culture en se multipliant présente 
deux variétés de cellules : les unes, allongées d’allure fibfoblas- 
tique, et les autres, polygonales d’aspect épithélial. Une colora- 
tion a Vhématéine-éosine ou au Giemsa d'une lamelle montre 
nettement ces deux espéces de cellules qui se groupent un peu 
partout, sans aucun ordre. 

Vers le dixiéme jour, presque toute la surface du verre est 
recouverte d’une couche monocellulaire, et nous procédons a un 
premier repiquage, suivant la méthode de Dulbecco [43], légére- 
ment modifiée, compte tenu des perfectionnements apportés par 
Youngner [36] et par Piick |27], pour la trypsination des reins de 
singe, avec 10 ml d’une solution de trypsine a 0,15 g p. 100. 
Les cellules qui se détachent en fines pellicules, aprés un séjoar 
de cing minutes a l’étuve a 37° et quelques légéres agitations, 
sont vigoureusement brassées a la pipette pour parfaire la frag- 
mentation, recueillies dans un pot a centrifuger et soumises a une 
centrifugation lente pendant trois & cinq minutes. Aprés élimina- 
tion du surnageant, le culot cellulaire est remis en suspension 
directement dans le milieu nutritif, sans lavages préalables. Pour 
ce premier repiquage et pour les deux suivants, nous utilisons tou- 
jours le méme procédé : ensemencement massif, et milieu a l’hydro- 
lysat de caséine avec 10 p. 100 de sérum de poulain et 10 p. 100 de 
sérum de lapin. Mais progressivement, nous diminuons la quantité 
de sérum homologue, tout en maintenant le méme taux de sérum 
de poulain. Deux mois aprés la mise en culture, c’est-a-dire vers le 
huitiéme repiquage, nous supprimons complétement le sérum de 
lapin (dans d’autres essais, nous avons pu supprimer ce sérum 
plus tét, sans aucun inconvénient). L’inoculum est aussi moins 
riche qu’au début : de l’ordre de 2 4 3 x 10° éléments par ml. 

Ces cellules se fixent trés tot, apres la trypsination, avant la 
fin de la premiére journée, par petits amas séparés qui s’étalent 
progressivement & la maniére des souches HeLa ou KB, et qui 
finissent par se rejoindre complétement, formant un voile continu, 
sur toute la surface du verre au bout de cing a sept jours. Mais on 
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voit s’intriquer, intimement, des plages formées des cellules 
allongées fusiformes, fibroblastiques d’allure, et d’autres plages 
uniquement composées de cellules plus ou moins polygonales, se 
tassant les unes ake ie autres, apparaissant comme les 
cellules épithéhales (pl., fig. 1). 

Malgré toutes les oe prises, souvent le cap du premier 
au deuxiéme mois est difficile a franchir : les cellules dégénérent 
plus ou moins vite, ou ne se reproduisent plus ni avec la méme 
rapidité, ni avec la méme constance qu’au début. Ce phénoméne, 
bien connu, ne trouve pourtant pas d’explication valable. Mais la 
suppression du sérum homologue ne parait pas étre en cause, car 
des cultures, entretenues de bout en bout, d’une facon identique, 
toujours avec du sérum homologue associé 4 du sérum de poulain 
de méme origine, 1igoureusement dans les mémes quantités et pro- 
portions, n’ont pas survécu plus longtemps. Nous n’avons pas de 
raison, non plus, pour incriminer le rythme de renouvellement des 
milieux nutritifs ou celui des digestions trypsiques. 

Dans tous les cas, avec le taux des sérums que nous avons 
employé, les cellules d’allure fibroblastique disparaissent au fur 
et Aa mesure, beaucoup plus vite que les cellules d’aspect épithé- 
lial; il se forme alors des trous, de dimensions et d’aspects 
variables dans le tapis cellulaire. Dans un seul cas et dans une 
de nos boites de Roux, que nous avions volontairement laissé 
« vieillir », tout en renouvelant fréquemment le milieu, nous avons 
constaté qu’au bout d’une vingtaine de jours, toutes les cellules 
d’apparence fibroblastique avaient totalement disparu. En méme 
temps les cellules d’aspect épithélial qui survivaient ont semblé 
se resserrer de plus en plus et se chevaucher. Méme leur crois- 
sance parait se modifier, car au lieu de s’étaler en surface excen- 
triquement, elles poussent en quelque sorte en hauteur et finissent 
par former des petits ilots, trés réguliérement arrondis, en forme 
de « monticules » a bord mince et 4 centre plus épais, d’un blanc 
laiteux, nettement visibles 4 l’ceil nu, car les plus petits mesurent 
1 mm de diamétre, et les plus grands 5 mm (fig. 1). Des phéno- 
menes analogues ont été observés par différents auteurs avec 
(autres cellules, en particulier avec des cellules de rein de veau 
(de Brion [9]) et des cellules amniotiques humaines (1). Ces ilots, 
constitués apparemment de cellules ayant un potentiel évolutif 
particulier, peuvent sans doute étre considérés comme des clones 
a partir desquels sont isolées des lignées cellulaires. 

Nous avons essayé d’obtenir une souche Aa partir d’une seule 
de ces colonies. A cet effet, nous en avons prélevé deux sur notre 
bouteille (dont on voit encore la trace sur la fig. 1); mais nous 


(1) A. Betz, communication personnelle. 
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n’avons pas pu y réussir. Et seuls, la trypsination et le mélange 
de toutes les cellules des colonies de la bouteille nous ont permis 
d’isoler notre souche actuelle, que nous avons désignée par l’abreé- 
viation EPL. 


Fic. 1. — Souche EPL. Apparition des « monticules » dans le flacon de culture. 


2° Besoins nutritifs de la souche EPL. 


Depuis plus de deux ans que nous l’entretenons, cette souche 
parait tres homogéne et est essentiellement constituée de cellules 
a morphologie typiquement épithéliale, plus ou moins réguliére- 
ment polygonales, avec un noyau rond ou ovalaire au milieu d un 
protoplasme abondant. Ces cellules sont étroitement juxtaposées, 
et disposées en une seule couche, présentant ainsi | apparence 
d’un épithélium pavimenteux (pl., fig. 2). Elles se fixent sur le 
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verre trés rapidement avant la fin de la premiére journée, et se 
développent aussi tres vite : pour les besoins de notre étude, 1 
nous est arrivé, avec un inoculum riche, de l’ordre de 10° cellules 
par millilitre, d’obtenir une boite de Roux d’un Htre pleine, 
en quarante-huit heures. Un pH trés légérement acide, 6,8 a 6,9 
favorise nettement la poussée cellulaire. Au-dela de 7,5-7,6 les 
cellules ne s’étalent pas, ont tendance a se mettre en boules, et 
dégénérent vite si nous ne réajustons pas le pH. De méme, fran- 
chement acide, un pH au-dessous de 6,5 empéche les cellules de 
se développer. 

Le milieu a base d’hydrolysat de caséine enrichi en vitamines, 
préconisé par Lépine et coll., auquel est ajouté du sérum de pou- 
lain de l'Institut Pasteur de Garches, apporte tous les élémenis 
nutritifs nécessaires a la bonne croissance de cette souche : il lui 
convient le mieux. Mais d’autres milieux, aprés un certain temps 
adaptation et un démarrage plus lent, peuvent étre également 
utilisés : que ce soit le milieu a Vhydrolysat de lactalbumine [23] 
ou le milieu 199 (milieu de Morgan, Morton et Parker [24] modifié) 
mélangé en parties égales avec la solution de Hanks. 

Nous avons employé, indifféremment, du sérum de poulain ou 
de cheval, ou de veau, inactivé (par chauffage au bain-marie a 
56° pendant trente minutes), ou non. Peut-étre le sérum de poulain 
convient-il mieux 4 Ja croissance intensive et le sérum de veau a 
Ventretien des cellules. Mais toujours pour le départ, aprés la 
trypsination, nous ajoutons, au milieu nutritif 10 p. 100 de sérum, 
et n’en mettons plus que 5 p. 100 ou méme parfois 2 ou 3 p. 100 
pour l’entretien. 

Normalement, un repiquage doit étre fait tous les cing ou sept 
jours, pour avoir une nouvelle culture de cellules vigoureuses. 
Mais souvent, en cas de besoin, nous pouvons procéder A une 
nouvelle trypsination dés le deuxiéme jour avec un ensemence- 
ment riche, comme il nous est arrivé aussi de retarder celle-c1 
au douzi¢me ou au quinziéme jour avec un inoculum moins riche, 
et méme parfois un peu plus tard, jusque vers le vingtiéme jour, 
ea employant un milieu ne contenant qu'une trés petite quantité 
de sérum |29]. Dans ce cas, nous devons renouveler le milieu plus 
fréquemment : mais souvent, apparaissent les signes de souffrance 
des cellules, dont certaines deviennent volumineuses, mais dont la 
majorité finit par s’arrondir, se rassembler en groupes compacts, 
et se détacher du verre. 

Le taux de croissance de ces cellules est absolument compa- 
rable a celui des cellules HeLa et KB étudiées dans les mémes 
conditions, La digestion d’une bouteille de Roux, pleine, nous 
donne facilement 3 ou méme 4 autres bouteilles d’une culture 
florissante au bout de cinq jours. 


Annales de lUInstitut Pasteur. Mémoire LE QUAN SANG 
if, OO. et J. MAURIN. 


Fic. 1. — Souche EPL. Zone dintrication, Microscope en contraste de phase. Gr. 85, 


rv 


Fic. 2. — Souche EPL. Aspect actuel : cellules d’apparence épithéliale. Gr. 85. 
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3° Conservation de la souche EPL. 


Mualgré leur développement rapide, il nous est relativement 
facile de mettre en réserve ces cellules pendant un laps de temps 
ne dépassant pas vingt-cing a trente jours. Une culture, mise a la 
température du laboratoire, peut repartir sans grand dommage au 
bout d’un mois; il nous suffit de renouveler le milieu tous les 
huit ou dix jours, la remettre a l’étuve A 37° aprés un dernier 
changement de milieu et ne trypsiner que le lendemain. La perte 
eellulaire est assez importante. 

Par contre, nos essais de conservation a 4° C sans changement 
de milieu, suivant la méthode de Swim et Parker [85}, ne nous 
ont pas donné de résultats satisfaisants. Daniel et Droz [410] ont 
fait la méme constatation avec les cellules de rein de singe de 
premiére explantation et les cellules KB. 

Apres de nombreuses tentatives, nous adoptons pour la conser- 
vation de notre souche EPL une température beaucoup plus 
basse : la congélation en neige carbonique a-— 70° (26, 32} qui 
nous a permis, d’ailleurs, de la sauver plus d’une fois des conta- 
minations accidentelles de causes diverses. 

Les cellules, apres digestion par la trypsine comme a l’ordi- 
naire, sont lavées trois fois avec une solution saline tamponnce. 
Apres le dernier lavage, le culot cellulaire est remis en suspension 
dans le milieu nutrilif habituel A Vhydrolysat de caséine, addilionné 
de 10 p. 100 de sérum de poulain et d’antibiotiques, mais 4 une 
concentration forte, de Vordre de 4 ou 5 x 10° cellules par ml. 
Nous y ajoutons du glycéro] pur stérilisé, non tamponné : le taux 
de 15 p. 100 de glycérol qui nous a été suggéré (Hannoun) cons- 
titue le taux optimum pour notre souche. Nous distribuons 1 ml 
de cette suspension cellulaire glycérolée dans des ampoules de 
5 ml qui seront scellées. Le temps qui nous semble le plus impor- 
iant est celui de la congélation. Les ampoules, rangées dans une 
boite en bois fermée, sont placées dans un conservateur a — 70° 
directement. Il est bien montré qu’il faut obtenir une congélation 
douce et lente [34] pour arriver a conserver la ene des cellules 
un abaissement de 1° par minute jusqu’&é — 25°, puis plus vite, 
au-dela, jusqu’a — 70° [83]. Une congélation trop rapide, par 
submersion des ampoules dans de l’alcool ou du xylol refroidi 
contenant de la carboglace par exemple, ne convient pas pour les 
cellules. 

Pour les remettre en culture, nous sortons une ampoule au 
moment de l'emploi et la décongelons immédiatement sous l’eau 
courante, a 37° de préférence. La décongélation lente est a éviter. 
Nous versons le contenu dans 20 ml de milieu a l’hydrolysat de 
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caséine contenant 10 p. 100 de sérum de poulain et incubons 4 
37°. Sit6t apres la fixation des cellules sur le verre, il faut changer 
le milieu afin d’enlever le glycérol, nuisible pour la poussée cellu- 
laire. Dans Ja suite, le renouvellement du milieu se fait, d’abord 
tous les deux jours puis tous les trois ou quatre jours. 

Les cellules repartent lentement, et n’arrivent a couvrir la tota- 
lité de la surface du verre qu’au bout d’une quinzaine de jours. 
De nombreuses cellules dégénérent, et seront enlevées a chaque 
changement de milieu. Parfois elles présentent tout au début, des 
signes de souffrance, mais vers le troisiéme repiquage, elles 
repoussent vigoureusement, et ne paraissent guére changer 
d’aspect ou de morphologie. Toutefois le rendement est satisfai- 
sant et les pertes ne dépassent pas 50 p. 100 pour la souche EPL. 

Nous ignorons encore la durée de cette conservation, mais des 
cellules que nous avons congelées il y a huit mois n’ont pas perdu 
leur pouvoir de se reproduire. 


4° Essais de greffe aux lapins. 


Jusqu’a ce jour, aprés plus de deux ans d’entretien et prés de 
150 repiquages, nous n’avons pas observé, dans notre souche, de 
modifications ou dialtérations cellulaires comme celles qu’a, le 
premier, signalées Earle [44] en 1943, et sur lesquelles de nom- 
breux auteurs dont Pick et Fisher [28] et surtout Parker [25] ont 
de nouveau attiré l’attention. L’étude de la culture sur des lamelles 
colorées de temps en temps, au cours des repiquages successifs, 
n’a pas permis de déceler des variations morphologiques des 
cellules ni des anomalies ou monstruosités dans les figures de 
mitose. Il est vrai que par ci, par la, on peut rencontrer quelques 
cellules volumineuses, parfois quelques rares cellules géantes, 
mais jamais de cellules multinucléées ni de plasmodes. On ne peut 
pas parler d’altérations véritables sans une étude sur les chromo- 
somes. 

Nous avons essayé aussi, sans succés, d’obtenir la greffe [46] 
de ces cellules sur les animaux homologues, les lapins. 

Ces essais ont été tentés deux fois : au cours du quinziéme et 
du quarante-cinquieme passage. Chaque fois, nous utilisons 
6 lapins jeunes de 2 ke environ. 

Deux lapins regoivent en inoculation intradermique, sur le dos 
rasé, a droite, du milieu a l’hydrolysat de caséine sans sérum, 
et & gauche, du méme milieu, mais contenant 10° de cellules par 
millilitre. De chaque cété, nous injectons, en chacun des 4 points 
différents, 2 ml de liquide, qui déterminent un nodule d’environ 
1 cm de diamétre. Le cété droit nous sert done de témoin. 

Deux autres lapins regoivent dans la paroi abdominale, en 
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injection sous-cutanée, également en chacun des quatre endroits 

différents 2 ml de milieu a droite et en chacun des 4 autres points 

différents intercalaires, A gauche, 2 ml de la suspension cellulaire 
10° cellules/ml. 

infin les deux derniers recoivent, dans la chambre antérieure 
de Poeil droit 0,5 ml, et dans le testicule droit 1 ml de milieu, puis 
dans la chambre antérieure de l’ceil gauche, également 0,5 ml et 
dans le testicule gauche 1 ml de la méme suspension cellulaire. 

Les animaux, remis en cage, sont nourris comme A |’ordinaire 
et sont l’objet d’une observation réguliére. 

L’un des deux lapins de chaque catégorie est sacrifié a la fin 
du deuxiéme mois. Les autres sont laissés vivants jusqu’a la fin 
du douziéme mois. 

Nous n’avons constaté aucune différence macroscopique entre 
le cété témoin (milieu) 4 droite, et le cOté expérience (milieu et 
cellules) & gauche; pas de réaction particuliére, pas de forma- 
tion anormale perceptible au palper sur le dos ou au niveau du 
ventre. Rien de particulier, non plus, aux deux yeux comme aux 
deux testicules. 

Un examen histologique des coupes des yeux, des testicules, 
de la peau excisée au niveau des injections intradermiques et 
sous-cutanées, n’a rien révélé d’anormal ni d’un cété, ni de |’autre. 

Le sérum de chaque lapin a été prélevé chaque fois et conservé 
pour des études immunologiques ultérieures. 


° Réceplivité vis-a-vis des virus humains. 


L’emploi de la souche EPL pour l’étude des bacilles tuberculeux 
et les résultats obtenus font l’objet d’un autre travail. Dans la 
présente note, nous rapportons nos constatations concernant les 
virus que nous avons étudiés au laboratoire. 

Notre souche qui se multiplie en couche monocellulaire sur les 
parois des flacons de verre, est cultivée a cet effet, a la fois dans 
des tubes 4 essai de 16 mm en pyrex et dans des tubes spéciaux 
ad lamelles de 12 x 32 mm, avec un ensemencement assez riche, de 
Vordre de 3 4 4 x 10° cellules/ml et 4 raison de 2 ml de suspen- 
sion cellulaire par tube. Au bout de trois jours d’étuve 4 37°, }3 
tapis cellulaire est généralement complet et- uniforme. Nous 
remplacons le milieu ancien dont le pH a déja viré 4 Vorangé, 
par un milieu neuf & Vhydrolysat de caséine avec 3 p. 100 seule- 
ment de sérum de poulain et ajoutons, a chaque tube, 0,2 ml d’une 
suspension des virus étudiés, diluée & 10— ou 10—* suivant leur 
titre. 

Les tubes sont remis 4 37°, placés dans un appareil roulant et 
sont suivis tous les jours au microscope, en méme temps que les 
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tubes témoins, dans lesquels poussent seulement des cellules avec 
le méme milieu et la méme quantité de sérum. 

Un deuxiéme passage et souvent un troisiéme passage ont éte 
effectués, dans les mémes conditions, pour éliminer les effets 
toxiques. 

Avec les adénovirus, la souche EPL se montre particuli¢rement 
sensible & tous les types, et présente des lésions caractéristiques 
dés la fin de la premiére journée a |’étude des lamelles colorées. 

Il en est de méme des trois types de virus poliomyélitiques : la 
destruction qui commence avant la fin du premier jour est 
compléte au bout de trois jours. Les lésions typiques se recon- 
naissent facilement sur les lamelles colorées. 

Tous les types de Coxsackie B déterminent un commencement 
de destruction assez 16t vers le deuxiéme jour et donnent égale- 
ment les mémes lésions caractéristiques des entérovirus. 

Par contre, nous n’avons observé aucune modification jusqu’au 
dixiéme jour avec le type Coxsackie A,, et la plupart des ECHO 
sauf le type 1. 


DISCUSSION ET CONCLUSION. 


Tl nous est difficile d’affirmer lVorigine exacte des cellules 
de la souche que nous avons obtenue et d’en préciser la véritable 
nature histologique. 

La population, au départ, est hétérogéne. Nous avons vu que les 
polynucléaires dégénérent assez vite. Par contre les éléments 
mononucléés, les monocyles, les histiocytes, ou les cellules endo- 
théliales semblent ey plus longtemps et proliférent. Mais 
quel est élément qui donne naissance a notre souche ? 

Maximow, qui a étudié dans une série de travaux (24] dés 1902, 
le réle des éléments phagocytaires non granuleux, les mononu- 
cléaires (qu’il a désignés sous le nom général de « polyblastes ») 
dans le processus de défense contre les inflammations, a montré 
que les deux groupes de cellules, les histiocytes (éléments réticulo- 
endothéliaux fixes), et les lymphocytes et monocytes (éléments 
phagocytaires mononucléés mobiles) ont, chez Vembryon, des 
relations généliques extrémement étroites [22], et qu’en culture, 
les cellules mononucléées mobiles phagocytaires se transforment 
en cellules immobiles de type « polyblastique » d’abord, puis 
fibroblastique ensuite. 

Son éléve Bloom [7], par l'étude des cultures des particules 
coagulées de lymphe, prise dans le conduit thoracique de lapin, 
est arrivé a la méme conclusion. 

Downey [42], Fichtelius [45] et tout récemment Rebuck et 
coll. [80], par des méthodes différentes, ont tenté de démontrer 
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la possibilité de transformation de lymphocytes en cellules macro- 
phagiques. Klein [47] a pu, par la micro-cinématographie en 
contraste de phase, en faire une démonstration nette. 

Suter [34] et Mac Kaness |20} dans leurs études, ont parlé de 
monocytes a propos de cellules qu’ils ont cultivées a partir de 
lexsudat péritonéal de cobaye. Et les différents auteurs, a leur 
suite, ont considéré les cellules qu’ils ont obtenues de la méme 
source comme des macrophages mononucléaires, qu’ils rangeaient 
dans la famille des histiocytes (Barski [8], Berthrong [6], Basi- 
lico {4] et Grassi [5)). 

Nous n’avons pu y apporter aucun argument nouveau. Mais il 
est une autre remarque, sur laquelle nous désirons insister, c’est 
que notre souche EPL n’est pas, non plus, isolée a partir d’un 
clone. Ainsi nous ne pouvons donc préjuger de ses modifications 
ultérieures éventuelles. 

Une chose est certaine : jusqu’a ce jour, aprés plus de deux ans 
d’entretien in vitro, cette souche semble trés homogéne. Elle ne 
présente aucune modification sensible de morphologie, aucune 
anomalie particuliére de mitose et ne délermine aucune réaction 
macroscopique ou histologique au lapin, au cours des deux essais 
de greffe sur cet animal. 

Nous la considérons comme une souche de cellules épithéhales, 
ou du moins, d’allure épithéliale. Elle s’entretient facilement, se 
développe vite. Son taux de croissance est comparable a celui des 
souches HeLa ou KB et sa sensibilité aux différents virus humains 
étudiés est assez étendue. 


SUMMARY 


ISOLATION AND MAINTENANCE IN CONTINUOUS CULTURE OF A STRAIN OF 
EPITHELIAL-LIKE CELLS FROM THE RABBIT PERITONEAL EXUDATE 
(EPL Srratry). 


A simple method using glass beads to obtain live cells from 
rabbit peritoneal exudate is described. A strain of epithelial-like 
cells was isolated by this method and maintained in continuous 
culture for more than two years. 

The strain is easily adapted to in vitro culture, having no 
special nutritive requirements. Its appears to be very homogeneous, 
has shown neither morphological nor mitotic changes till now, 
and cannot be grafted on the animal. Its sensitivity to a great 
number of human viruses has been demonstrated. 


222 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Ackerman (W.W.) et Kurtz (H.). Proc. Soc. exp. Biol., 1952, 
84, 421. 

[2] Atrenserc (J. S.). Proc. Soc. exp. Biol., 1959, 88, 813. 

[3] Barski (G.), Messorne (G.) et Lépine (P.). Ann. Inst. Pasteur, 
1955, 89, 366. 

[4] Basico (F.). G. ital. Tub., 1959, ASIN 7G: ; 

[5] Basmtco (F.) et Grassr (C.). Aggiornam. Médic. Pleion., Milan, 


1959, n° 2. 

[6] Berrorone (M.) et Hamizton (M. A.). Amer. Rev. Tub., 1958, 
77, 436. 

[7] Buoom (W.). Centralbl. allg. Path., 1927, 39 ; Arch. ezp. Zellforsch., 
1928, 5, 269. 


[8] Borren (A.). C. R. Soc. Biol., 1936, 424, 1084. 

[9] Brion (G. pE) et GRUEST (J.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 92, 426. 

[40] Daniex (P.) et Droz (B.). Ann. Inst. Pasteur, 1960, 98, 416. 

[44] Dovetas (S. R.), Smrra (W.) et Price (L. R. W.). J. Path. Bact., 
1929, 32, ee 

[42] Downey (eo . Lab. clin. Med., 1955, 45, 499. 

[43] Dupecco (R.) et Voor (M.). J. exp. Med., 1954, 99, 167. 

[44] Earte (W.R.), Scuituine (E. L.), SPARK Ge H.), STRAUS (Gul Wale 
Brown (M. F.) et Suetton (E.). J. nat. Cancer Inst., 1948, 4, 165. 

[45] Ficurerrus (K. E.). Acta path. microbiol. scand., 1957, 44, 369 

[46] Hanpter (A. H.) et Forry (G. E.). Proc. Soc. exp. Biol., 1956, 94, 
237. 

[417] Kurt (R.). C. R. Acad. Sci., 1958, 246, 464 ; C. R. Soc. Biol., 1959, 
153, 545. 

[48] Koprowski (H.), Koprowska (I.) et Lowe (R.). Proc. nat. Acad. Sci., 
1953, 99, 1147. 

[49] Liépie (P.), Suizéwicz (P.), Dantex (P.) et Paccaup (M.). Ann. Inst. 

Pasteur, 1956, 90, 654. 

[20] Mac Kaness (G. B.). J. Path. Bact., 1952, 64, 429: Am. Rev. Tub., 

1954, 69, 495. 

[21] Maximow (A.). Beitr. path. Anat., 1902, 33, Supplément 5 ; 1903, 

34 ; 1904, 35 ; 1905, 38 ; 1906, 39. 

[22] Maximov (A.). Physiol. Rev., 1924, 4; Arch. Russes Anat. Hist. 
Embryol., 1916, 4; Arch. exp. Zellforsch., 1928, 5, 169; Ann. 
Inst. Pasteur, 1998. HOR Ws. 

[23] Mexnicx (J. L.) et Rrornpan (J. T.). Proc. Soc. exp. Biol., 1952, 84, 
208 ; Ann. N. Y. Acad. Sci., 1955, 64, 754. 

[24] Morcay (J. F.), Morton (H.) et PARKER (R. C.). Proc. Soc. exp. 
Biol 050m oumle 

[25] pager (R. es) Castor (L.N.) et McCuniocn (E. A.). Sp. Publ. 

Ye) AICACS CLO TED Ness 

[26] aa (C.), Smrra (A. U.) et Parxes (A. S.). Nature, 1949, 164, 666. 

[27] Pinan Marcus (P. I.) et Crecrura '(S. J.). J. exp. Med., 1956, 

[28] Puck (T. T.) et Fisner (H. W.). J. exp. Med., 1956, 104, 427. 

[29] Rappaport (C.). Proc. Soc. erp. Biol., 1956, 94, 464. 


ENTRETIEN D’UNE SOUCHE CELLULAIRE 223 


[30] Resuck (J. M.), Monro (F. A.), Monacuan et Ruppre (J. M.). Ann. 
N.Y. Acad. Sci:, 1958, 73; 8. 

[34] Rey (L.). Rev. gén. Froid, mai 1959. 

[32] ScHERER (W. F.) et Hoogastan (A. C.). Proc. Soc. exp. Biol., 1954, 
87, 480. 

[33] Srunpere (C. S:), Sourm (H.D.) et Berman (L.). Proc. Soc. exp. 
Biol., 1958, 98, 428. 

[34] Super (H.). J. exp. Med:, 1952, 96, 137% 11953, 97, 235; Amer. 

Rev. Tub., 1954, 69, 1060. 

[35] Swim (H. E.) et Parwer (R. F.). Proc. Soc. exp. Biol., 1954, 87, 480. 

[36] Younener (J.S.). Proc. Soc. exp. Biol., 1954, 85, 202 ; 1954, 85, 

527 ; J. Immunol., 1954, 73, 392. 

[37] Zuckerman (A.). Proc. Soc. exp. Biol., 1953, 82, 496. 


OBSERVATIONS SUR CERTAINES PROPRIETES 
DU FACTEUR SERIQUE Gm? 


\ 


par Mm: L, PODLIACHOUK, A. EYQUEM et F. JACQUELINE (*). 


(Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins, 
Institut Pasteur 
et Hépital des Rhumatisants « Reine-Hortense », Aix-les-Bains ). 


Indépendamment des antigénes des groupes sanguins érythro- 
cytaires ou décelables sous forme de substance soluble dans les 
liquides organiques, et parallélement aux hémoglobines, il existe 
d’autres caractéres génétiquement déterminés, intéressant les 
protéines du sérum. 

Les différences entre Jes caractéres de ces protéines ont été 
mises en évidence soit a l’aide d'études immunologiques ou séro- 
logiques chez le lapin d’une part, par Oudin (1956 [20}), et chez 
Vhomme d’autre part par Grubb (1956 [6]), intéressant notamment 
les globulines y et attribuables a Vexistence du facteur Gmé. 

I] existe, en outre, différents caractéres protéiques, concernant 
les haptoglobulines et révélables par électrophorése en cel 
damidon, ainsi que la transférine chez homme. 

La mise en évidence du facteur sérique Gm* découvert par 
Grubb et Laurell {8], repose sur Vaptitude que posséde le sérum 
de certains individus d’inhiber lagglutination, par le sérum de 
certains malades atteints de Ja polyarthrite chronique évolutive 
(P. C. E.), des globules rouges O Rh positifs (sensibilisés a Taide 
d’un sérum anti-Rh). I existe ainsi deux catégories d’individus : 
ceux qui possédent cette propriété et qui sont dits Gm* positifs, 
et d’autres qui ne la possédent pas et qui sont Gm* négatifs. 

Cette propriété Gm4 est stable au cours de la vie d’un individu, 
elle n’est pas développée a la naissance et transmise passivement 
par Ja mére au nouveau-né [4, 44, 47]. La différenciation du 
groupe Gm®* se produit aux environs du quatriéme mois apres la 
naissance [44]. L’étude de Ja transmission héréditaire (Grubb et 
Laurell [8], Moullec et coll. [47], Linnet-Jepsen et coll. [44], Harboe 
et Lundevall [40] Makela et Tiilikainen [45], Ropartz et colla- 
borateurs [80]), a confirmé Vhypothése de Grubb et Laurell /8], 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 
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(apres laquelle le pouvoir inhibiteur du sérum normal est déter. 
miné par une paire de génes alléles Gm* Gm. Les individus du 
phénotype Gm (a +) peuvent étre homozygoles Gm Gms, ou 
hétérozygotes Gm? Gm. Les individus du phénotype Gm (a —) ont 
un génotype Gm Gm. 

Récemment, Harboe [9] a décrit un anticorps antithétique anti- 
Gm? actif sur le produit du géne récessif Gm. Harboe et Lun- 
devall [40] ont découvert un autre sérum anti-Gm* qui est lié 
a Vanti-Gm*. Le facteur Gm* est probablement un nouvel alléle 
dans le systeme du Gm’. Selon Grubb [2], il existerait trois alléles 
au locus Gm : Gm*, Gm* et Gm» qu’il propose de nommer Gm3,, 
Gm’, et Gm>. I] existe, de plus, un facteur Gm-like absent chez 
les Blancs et présent chez les Noirs (Steinberg et coll. [82)). 

Il n'y a pas de corrélation entre le facteur sérique Gméa et les 
antigénes de groupes sanguins ABO, MNS, P, Rh, Lewis, 
Lutheran ou Duffy, ni avec le groupe Hp. Il n’y a pas de corré- 
lation entre le facteur sérique Gm? et le sexe [8, 42, 17]. 

La fréquence du groupe Gmé# s’est révélée différente, selon les 
races. Parmi les Africains de race noire : Dakar [48], Bamileke 
(Cameroun) [26], Dahomey (Porto-Novo) [24], Tchad et dans 
la race jaune : les Asiatiques [44], Vietnamiens, on trouve 
100 p. 100 d’individus Gm (a +) ; chez les Japonais 98 p. 100 [33], 
95 p. 100 chez les Esquimaux |8], 67 p. 100 chez les Lapons (2). 
Dans la race blanche, la répartition du Gm® varie selon les popu- 
lations : 65 p. 100 en Finlande [45], 60 p. 100 en Norvége [40], 
en Suéde [8] et en Angleterre [13], 58 p. 100 en Australie [44], 
55 p. 100 au Danemark [44] et en France [17, 25, 28], 40 p. 100 
en Italie du Sud [2], 39 p. 100 en Gréce [22], 38 p. 100 en 
Pologne {84}. 

Le facteur Gm’ n’existe pas chez les différents animaux exa- 
minés, mais se retrouve chez les singes anthropomorphes, comme 
le chimpanzé [24]. 

Le facteur Gm a déja donné lieu 4 un grand nombre de travaux 
et certains de ses caractéres ont été précisés ; il se trouve dans 
les globulines y,, probablement 7 S. Il résiste au chauffage 4 68° C, 
et aA pH 12,3 a 37°C, a Vaction du periodate, de composants 
sulphydryl et de la trypsine. Il est détruit par la papaine, la 
pepsine et la ficine. 

METHODES. 


I. Reacties. — Le sérum anti-Rh, les globules rouges et le sérum de 
la polyarthrite chronique évolutive (P. C. E.). 


1° Le sérum anti-Rh anti-CD provient d’un sujet immunisé depuis 
cing ans; il titre 1/1024 vis-a-vis des globules rouges O Rh + traités 
par la papaine. Nous l’avons utilisé aprés conservation 4 — 20°C ou 
apres dessiccation 4 froid. Il ne possede pas d’agglutinines completes. 
Il appartient au groupe sérique Gm (a +). 


Annales de VInstitut Pasteur, 99, n° 2, 1960. 15 


226 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


2° Les globules rouges proviennent de donneurs du groupe ORD 
(GC + D). Le sang, prélevé sur solution A. C. D. ou de citrate de soude 
4 10 p. 100, est conservé & la glaciére & + 4° C. Les globules rouges 
sont utilisés dans les six jours qui suivent ; ils ne peuvent servir le 
jour du prélévement car ils sont trop agglutinables. 

La sensibilisation des globules rouges est réalisée (apres quatre 
lavages des globules rouges avec de l’eau physiologique) avec du sérum 
anti-Rh dilué au quart et mis en contact, pendant une heure a |’étuve 
a 37°, avec un volume égal du culot globulaire dilué a 25 p. 100. 
Apres deux lavages 4 l’eau physiologique, les globules rouges mis en 
suspension A 1 p. 100 sont distribués dans l’heure qui suit; apres ce 
délai, on risque d’avoir une agglutination plus faible. 

3° Le sérum de P.C.E. contenant le facteur hémagglutinant est 
sélectionné pour permettre la distinction nette entre les  sujets 
Gm (a +) et Gm (a—). II est dilué pour que son titre agglutinant 
soit de 1/8 vis-a-vis des globules rouges O Rh+ sensibilisés avec le 
sérum anti-Rh. 


Il. D&TERMINATION DU FACTEUR SERIQUE Gma. — Réaction d’inhibition. 
Le sérum a examiner, dilué au 1/5 dans l’eau physiologique, est 
chauffé dix minutes 4 63° C dans un bain-marie ; a partir de la dilu- 
tion chauffée, on prépare une dilution au 1/10. 0,05 ml (une goutte) 
de chaque dilution est mélangé avec 0,05 ml de sérum sélectionné de 
P. €. E. dilué convenablement. Aprés un séjour de trente a quarante 
minutes 4 la température du laboratoire, on ajoute dans chaque tube 
0,1 ml de la suspension 4 1 p. 100 de globules rouges sensibilisés. 

La lecture se fait & l’aide d’un miroir concave, aprés un séjour de 
soixante minutes au bain-marie a 37 C. 


Témoins. — Pour chaque sérum, on contréle dans un tube témoin 
Vabsence du pouvoir agglutinant vis-a-vis des globules rouges sensi- 
bilisés : 0,05 ml de sérum (dilution au 1/5) + 0,05 ml d’eau physio- 
logique + 0,1 ml de globules rouges sensibilisées. Une réaction 
d’agglutination s’observe parfois avec le sérum de certains malades 
atteints de P.C. E. possédant le facteur hémagglutinant. 


Pour chaque série, on fait deux témoins : 


1° Le sérum de P.C. E. sélectionné, dilué convenablement, doit & 
la dose de 0,05 ml agglutiner, en présence de 0,05 ml d’eau physio- 
logique, 0,1 ml de globules rouges sensibilisés. 

2° Les globules rouges sensibilisés par le sérum anti-Rh (0,1 ml) 
ne doivent pas étre agglutinés en eau physiologique (0,1 ml). 

Interprétation des résultats. — S’il n’y a pas d’inhibition de la 
réaction d’agglutination avec le sérum dilué & 1/5, celui-ci est consi- 
déré comme Gm (a—). Si l’inhibition se produit avec le sérum dilué 
au 1/5 ou plus, le sérum appartient au groupe Gm (a +). Si le tube 
témoin du sérum A examiner donne une réaction positive, le résultat 
ne peut étre interprété. 


IM. ErupE QUANTITATIVE pU FACTEUR Gma. — L’unité de facteur 
Gma que nous avons choisie arbitrairement est la plus petite quantité 
capable d’inhiber complétement l’activité du facteur agelutinant 
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titrant 1/8 vis-a-vis des globules O Rh + sensibilisés par un sérum 
anti-Rh correspondant. Pour pouvoir comparer des résultats, il est 
nécessaire que les réactifs, doses et conditions de travail soient iden- 
tiques. 

Le sérum du sujet A examiner est dilué au 1/5 et chauffé au bain- 
marie a 63°C pendant dix minutes. Puis on prépare avec de l’eau 
physiologique des dilutions progressives & 1/10, 1/20, 1/40... Dans 
chacun des tubes contenant 0,05 ml du sérum dilué, on ajoute un 
volume égal de sérum de P.C. E. sélectionné titrant 1/8 vis-a-vis des 
globules rouges O Rh+ sensibilisés. On laisse en contact trente a 
quarante minutes a la température du laboratoire, puis on ajoute 
0,1 ml de la suspension (& 1 p. 100) de globules rouges sensibilisés. 

La lecture doit étre faite dans les mémes conditions que pour la 
détermination du facteur sérique. Si la plus forte dilution du sérum 
capable d’inhiber complétement une dose de facteur agglutinant est 
de 1/40 par exemple, ce sérum contient 40 unités de substance inhi- 
bitrice Gméa. 


IV. Cor pes REAcTIFs. — Cette réaction empirique dépend de la 
sélection des trois réactifs : le sérum anti-Rh, les globules rouges et 
le sérum de P. C. E. 


1° Le sérum anti-Rh doit étre Gm (a+), pour qu’en sensibilisant 
les globules rouges, ceux-ci puissent étre agglutinés par l’anti-Gméa. 
Grubb l’a prouvé sur 50 échantillons de sérum anti-Rh et Harboe 
sur 12. Pour la sensibilisation, on doit se servir des anticorps anti-Rh : 
anti-D ou anti-CD, mais sous forme incompléte uniquement. En 
chauffant le sérum anti-Rh dix minutes a 63°C, nous augmentons 
son taux de Gmé@; son pouvoir sensibilisant est conservé. 

Le sérum que nous utilisons depuis le début de nos travaux est anti- 
CD. Nous l’avons considéré initialement [25] comme Gm (a—), mais 
en le chauffant dix minutes 4 63°, nous avons constaté qu’il appartient 
au groupe Gm (a+). 


2° Les globules rouges doivent étre O Rh+. Le phénotype doit 
correspondre au sérum anti-Rh utilisé. En utilisant le méme sérum 
anti-Rh dans les mémes conditions de travail, nous avons eu, suivant 
les donneurs, des résultats différents. Parmi les donneurs, conviennent 
a la réaction ceux qui ont le génotype probable : GDe/CDe (Riki) ou 
CDe/cDE (RiRz). Avec un sérum anti-Rh anti-CD, il faut se servir de 
globules rouges contenant les facteurs C et D dans leur structure 
antigénique. Les globules de génotype probable cDE/cde (R,r) ne 
conviennent pas a la réaction. 


3° Le sérum de P.C.£E. contenant le facteur rhumatoide doit étre 
sélectionné. Parmi 80 malades, nous en avons trouvé 3 dont le sérum 
permet la distinction nette entre les sujets Gm (a+) et Gm (a—). 
Grubb n’a trouvé que 3 échantillons sur 100, Moullec 2 sur 10 et 
Harboe 7 sur 65. 

Nous avons pensé qu’en faisant varier la dose de sérum de P. C. E. 
a inhiber, nous pourrions transformer les résultats. En augmentant 
de quatre fois la dose, les sérums Gm (a+) ont donné les mémes 
résultats et en la diminuant deux fois la réaction d’hémagelutination 
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des sérums Gm (a—) a persisté, mais & un taux plus faible. Il y a 
ainsi une certaine marge de sécurité pour la dose de sérum de P. C. E. 
sélectionné ou les résultats restent les mémes. 

L’anti-Gma peut probablement n’apparaitre que chez les sujets 
Gm (a—), ce qui peut donner une orientation pour la sélection des 
sérums de P. GC. E. 


a) Nos trois sérums proviennent de sujets Gm (a—) atteints de 
P.C.E. trés sévere ; leur titre est de 256 A 1024 dans la réaction de 
Waaler-Rose (globules rouges humains 0— sérum homologue). Nous 
les avons utilisés 4 la dilution de 1/16, 1/24 ou 1/32. 

Le dernier échantillon prélevé chez un malade peu de temps avant 
sa mort est utilisé A 1/130, c’est-d-dire & une dilution beaucoup plus 
forte que les échantillons antérieurs. Ce malade était unm homme de 
52 ans atteint d’une P.C.E. trés sévére, avec des signes inflamma- 
toires cliniques et biologiques : nodules sous-cutanés et une épisclérite. 
Il a présenté un diabéte a la suite de Ja corticothérapie, puis une 
cirrhose avec hyperglycoprotéinémie o1 considérable suivie d’une 
cachexie et exitus. 

Un autre échantillon de sérum a été fourni par une femme de 
64 ans atteinte d’une P.C.E. grave, évoluant depuis quinze ans et 
sous corticothérapie depuis un an. Malgré la chrysothérapie faite 
pendant six ans, elle est devenue grabataire depuis cinq ans. 

Le troisiéme échantillon provient d’une femme de 52 ans atteinte 
depuis quinze ans d’une P.C. E. modérée ayant eu 8 grossesses et, 
a la suite d’injections de sels d’or, un eczéma. 


b) On peut aussi trouver dans le sérum des sujets apparemment 
sains (Milgrom et coll. [46], Ropartz et coll. [29]) un facteur agglu- 
tinant les globules rouges O Rh+ _ positifs sensibilisés par un sérum 
anti-Rh. Il est parfois inhibé, soit partiellement soit totalement, par 
la globuline humaine y. Ropartz et coll. [27] l’on également trouvé 
chez 17 p. 100 de sujets tuberculeux, mais dans ce cas il n’est pas 
inhibé par la globuline humaine y. 

Nous avons trouvé un facteur hémagglutinant analogue dans le 
sérum de certains chevaux immunisés par différentes bactéries et 
toxines (une absorption des hétéro-agglutinines cheval anti-homme par 
les globules rouges humains O Rh — a été faite au préalable). Pour 
508 chevaux étudiés, ce facteur hémagglutinant a été observé & un 
titre de 4 4 256 dans le sérum de 7 chevaux anti-Neisseria meningitidis 
(A. B. C.), 7 anti-Hemophilus pertussis, 2 anti-virus de Carré, 1 anti- 
streptocoque. Nous l’avons également observé, titrant 1/128, dans le 
sérum d’un cheval neuf sur 108 étudiés et, évidemment, dans le sérum 
de 8 chevaux immunisés par le sérum humain normal. 

Le facteur hémagglutinant dans Je sérum des chevaux étudiés est 
inhibé par la globuline humaine y et par le sérum de tous les sujets 
examinés. I] est 4 rapprocher du facteur antiglobulinique trouvé dans 
limmum-sérum des lapins [3]. Ces sérums de chevaux ne conviennent 
pas a la détermination du facteur Gma. 

Pour la détermination de Gméa, on peut aussi ‘en dehors du sérum 
des sujets atteints de P. C. E.), se servir du sérum de certains sujets 
normaux (Ropartz et coll. [30]). Grubb [2] également a sienalé le 
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cas d’une jeune fille ayant une hépatite a plasmocytes dont le sérum 
contenait un anti-Gma. 


4° Témoin sérum, — Parmi des sérums de P.C.E., il y en a un 
certain nombre pour lesquels le tube témoin est positif : agglutination 
des globules rouges O Rh+ sensibilisés. Le chauffage de dix A vingt 
minutes 4 63°C permet de détruire habituellement ce facteur; mais 
celui-ci persiste dans le sérum de quelques sujets avec un titre hémag- 
glutinant trés élevé. Le chauffage du sérum pur est moins efficace 
que celui de la dilution 4 1/5. Pour ces sérums aprés chauffage, la 
répartition de Gm (a+) et Gm (a—) est analogue a celle d’une série 
de sérums non chauffés. 

En utilisant le sérum anti-Rh lyophilisé au lieu du sérum liquide, 
nous avons diminué considérablement le nombre de tubes témoins 
positifs. 

Malgré ces artifices, il reste toujours quelques sérums pour lesquels 
le tube témoin est positif. Jl est toujours possible de se débarrasser 
du facteur hémagglutinant 4 l'aide d’absorption par un culot de 
globules rouges O — sensibilisés par le sérum de lapin homologue, 
ou O Rh+ positifs sensibilisés par l’anti-Rh. 


RESULTATS 
Propriétés du facteur sérique Gm*. 


I. INFLUENCE DU CHAUFFAGE. — Grubb a constaté que le facteur 
Gm n’est pas détruit par chauffage pendant dix minutes a 63° C. 


a) Influence des diverses modalités de chauffage. — Nous avons 
constaté qu’il n’y a pas d'influence du chauffage a 56° C, effectué 
pendant trente minutes, sur le taux de Gm# (tableau I). 

Le chauffage a 63°C ‘pendant dix minutes n’augmente la 
quantité de Gm* que chez les sujets appartenant au groupe 


Tasteau I. — Influence du chauffage de 30 mn a 56°C sur le 
taux de Gma. 


Dilutions 


Unités 


30 m, a 56°C de Gm 


10 


non chauffé 
chauffé 


non chauffé 
chauffé 


non chauffé 
chauffé 


— : inhibition; 1, 2, 3, 4: degrés d’agglutination. 
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Gm (a+), c’est-a-dire ayant plus de 5 unités de cette substance. 
Les sérums Gm (a —) restent Gm (a —) (tableau II). 
Si l’on éléve la température progressivement, c’est a partir de 


Tasteau II. — Influence du chauffage de 10 mn a 63°C sur le 
taux de Gma. 


Unités de Gm® 


Vv 8I3 
Gm (a+) V 840 
Vv 842 


61° C que l’on voit une augmentation nette de la quantité de Gm? 
(tableau III). 

Les variations du taux de Gmé* dans le sérum d’un Blanc sont 
analogues a celles d’une solution 4 1 p. 100 d’un mélange de globu- 
lines y. Le taux maximum ne dépasse pas 320 unités. Pour les 
sujets de race noire, il atteint 5000 unités. Nous avons méme 
observé un taux de 40000 unités. 


Tasceau Ill. — Influence du chauffage progressif sur le taux de Gma. 


Unités ae“Gn> 


Température 


Nous verrons plus loin importance que présente le chauffage 
pour la réapparition de la propriété inhibitrice de sérums 
conservés dans certaines conditions. 


b) Influence du chauffage sur le pouvoir inhibiteur du sérum 
non dilué et dilué. — La détermination du Gm* d’une série de 


LE FACTEUR SERIQUE Gma 231 


00 sérums de sujets normaux a été faite dans des conditions 
différentes de chauffage et de concentration. 

Nous avons réalisé trois expériences pour chaque sérum : 
1° non dilué et non chauffé; 2° non dilué et chauffé dix minutes 
a 63° C, 3° dilué a 1/5 et chauffé dix minutes a 63° C. 

Théoriquement, 8 combinaisons de résultats sont possibles 
(tableau IV). La combinaison — — — a été trouvée 20 fois : ce 
sont des sujets Gm (a+). 


Tasteau IV. — Influence de la concentration du sérum et du chauffage 
sur la réaction. 


ae al 
Sérunm Sérum Sérum nombre de cas 
non dilué non dilué dilué au I/5 
non chauffé chauffé chauffé 

Ite 


baa 


Gm (a+) 20 


combinaisons 
théoriquement 
possibles 


— : inhibition; + : agglutination. 


Sur 30 autres, on a observé: + + + 9 fois, + — +6 fois, 
—— + 6 fois et — + + 9 fois. Ces combinaisons sont caracté- 
risées par l’absence de pouvoir inhibiteur dans la dilution a 1/5 ; 
elles correspondent aux sérums Gm (a —). Dans la combinaison 
+ — + le sérum non dilué, non chauffé n’inhibe pas; chauffé, 
il inhibe faiblement, mais dilué a 1/5, il perd son pouvoir inhi- 
biteur. La combinaison —-— + est caractérisée par une inhibition 
par du sérum chauffé ou non, mais celle-ci disparait lorsqu’il est 
dilué a 1/5. Pour la combinaison — ++ J inhibition par du 
sérum non chauffé est probablement non spécifique, le chauffage 
la fait disparaitre. L’inhibition du sérum total non chauffé des 
sujets Gm (a —) a été observée dans 15 cas sur 30, c’est-a-dire 
dans 50 p. 100 des cas. 

Nous constatons l’absence compléte des trois combinaisons 
suivantes : — +—, +—-—, + + —. 

Cette expérience permet de conclure qu’un sérum qui a un 
pouvoir inhibiteur lorsqu’il est dilué a 1/5, l’a aussi lorsqu’il est 
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non dilué, chauffé ou non. Un sérum doit manifester son pouvoir 
inhibiteur dans les trois tubes pour étre considéré Gm (a+). Une 
telle étude est donc a faire quand les résultats sont douteux avec 
la technique habituelle. 

Cette étude a élé réalisée avec des sérums provenant de Gréce, 
pays ow la fréquence des sujets Gm (a +) est de 39 p. 100. 


II. Réversipiyiré pu PoUVOIR INHIBITEUR. — Le mode de 
conservation des sérums a examiner joue un role trés important 
dans la détermination de la quantité de substance Gm, et par 
conséquent dans l’estimation du groupe auquel ces sérums 
appartiennent. 

Nous avons examiné 100 sérums de sujets normaux qui étaient 
restés une journée 4 la température du laboratoire, puis dix jours 
a +4°C. Examinés aprés le séjour aux températures ci-dessus 
décrites, ils étaient presque tous Gm (a—). Nous les avons 
chauffés pendant dix minutes 4 63°C, et les résultats se sont 
avérés différents : 51 sérums Gm (a+) et 49 Gm (a—), ce qui 
correspond a une répartition normale des groupes Gm* dans la 
population frangaise. 

Nous avons effectué alors une nouvelle expérience avec 100 
autres sérums congelés a — 20° C aussitot aprés le prélevement, 
et avons constaté qu’il n’y a pas de changement de groupe sérique 
avant et apres chauffage 4 63°C. De cette série, nous avons 
conservé 15 sérums Gm (a+) que nous avons examinés apres un 
séjour de dix jours: 1° a la température du laboratoire; 2° a 

°C. Six de ceux gardés a la température du laboratoire et 7 
conservés & +4°C ont perdu leur pouvoir inhibiteur. Trois 


Tasteau V. — Variatieons du taux de Gma en fonction du mode de 
conservation du sérum. 


ere 
Température chauffage 


Unités de Gm? 


non chauffé 


chauffé 
I0 mD a 63° c 


seulement se sont comportés de la méme maniére dans les deux 
séries, les n°* 5, 7 et 14. Aprés dix minutes de chauffage a 63° C, 
ces sérums sont redevenus Gm (a+). 

Nous avons voulu savoir, avec les trois sérums n° 5, 7 et 14 


+ 


LE FACTEUR SERIQUE Gma 233 


décrits ci-dessus, si la réapparition du pouvoir inhibiteur sous 
Vinfluence du chauffage était totale ou non. Une étude quanti- 
tative a été faite sur des échantillons : 1° congelé a — 20° C, non 
chauffé et chauffé a 63° C pendant dix minutes ; conservé a 4° C, 
puis chauffé; 3° gardé a la température du laboratoire, puis 
chauffé; 3° gardé a la température du laboratoire, puis chauffé 
(tableau V). 

Bien que rétablie aprés le chauffage a 63°C, la substance 
inhibitrice Gm* ne retrouve son taux initial que lorsque le sérum 
a été conservé 4 4° C. 


ConcLusion. — ‘Le chauffage de dix minutes a 63° C est indis- 
pensable pour faire réapparaitre le pouvoir inhibiteur, qui dispa- 
rait facilement si le sérum n’a pas été congelé a — 20° C aussitot 
aprés le prélévement. Le taux de Gm* dépend des conditions de 
conservation du sérum. 


III, ErupeE ELECTROPHORETIQUE. — a) Technique: L’analyse 
immuno-électrophorétique, selon le principe décrit par Grabar 
et Willams a été faite en gel de gélose 4 1 p. 100, en tampon 
véronal sodique de pH 8,2 et de force ionique uw 0,05. La &urée 
du passage du courant est de deux heures avec 5-6 V/cm. La 
quantité d’antigéne employée est de 0,05 a 0,1 ml et la quantité 
d’immunsérum de 0,8 a 1,2 ml. 

Pour localiser l’activité sérologique (l’inhibition), on découpe 
immédiatement aprés la migration, la plaque de gélose en petites 
bandes de 0,25 ou 0,50 cm le long de l’axe de migration sur une 
distance de 9 a 10 cm. 

Ces bandes représentant toutes les fractions du sérum sont 
mises dans les tubes et on ajoute dans chaque tube 0,2 ml de 
NaCl a 2 p. 100; ensuite on congéle les fractions 4 — 20° C. Le 
lendemain, on les dégéle brusquement en les plongeant dans un 
bain-marie a 37°C. Aprés centrifugation de quinze minutes a 
5 000 t/min, on récupére les éluats qui sont soumis a une étude 
sérologique. Les tubes contenant les éluats sont numérotés a partir 
de la zone de départ ( la cuve) qui correspond a zéro : — 1, —2, 
— 3, etc., vers la cathode, + 1, + 2, + 3, etc., vers l’anode. 

Pour repérer l’emplacement des fractions, on dispose sur le 
coté de la plaque du sérum normal, qui sert de témoin, et qui 
est soumis a une étude immuno-électrophorétique avec un immun- 
sérum de cheval anti-sérum humain normal. 


b) Localisation du facteur Gm* dans l’électrophorése simple sur 
gélose. — Nous nous sommes d’abord assurés que la gélose a 
1 p. 100 utilisée dans notre technique n’inhibe pas le pouvoir 
agglutinant des sérums de P. C. E. vis-a-vis des globules rouges 
O Rh + sensibilisés par un sérum anti-Rh. 
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Dans cette étude, nous avons utilisé du sérum de Noirs, plus 
riche en substance Gm que le sérum des Blancs, et une solution 
& 1 p. 100 de globuline y humaine. La quantité de sérum ou de 
globuline y soumise & la migration est de 0,6 ml. 

1° L’étude de Ja localisation de l’activité sérologique et l'étude 
quantitative des fractions actives ont été faites sur le sérum non 
chauffé d’un Noir. Les bandelettes découpées (36 en tout) avaient 
0,25 cm de largeur ; ainsi, la cuve correspond a deux bandelettes. 
L’activité sérologique, c’est-a-dire l’inhibition, a été présente dans 
la zone de bandelettes allant du n° 12 au n° 1, sur une longueur 
de 3 cm de la cuve dans le sens de la cathode. L’étude quantita- 
tive des éluats de ces 12 fractions actives a donné les résultats 
rapportés sur la figure 1. Le maximum de la substance inhibitrice 
(32 unités) est situé dans la bandelette n° 9, A 2 cm de la cuve, 
ce qui correspond au maximum de la répartition des globulines y. 


N2 de 1a bande -1a|-13] -12 -2\-1 | ° 


2 OO 
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Fic. 1. — Distribution du facteur Gma dans l’électrophorése sur gélose. 


2° Nous avons ensuite vérifié l’action du chauffage sur la loca- 
lisation du facteur Gm* dans l’électrophorése en gélose. Nous 
avons chauffé le sérum dix minutes a 56, 58, 61, 63 et 65° C, et 
avons fait migrer le sérum non chauffé et les échantillons chauffés. 
‘La plaque a été découpée en bandes de 0,5 cm de large. Dans le 
sérum non chauffé, le facteur inhibiteur est situé entre les n°® —5 
et — 2, c’est-a-dire sur une longueur de 1,5 cm. Le chauffage 
pendant dix minutes a 56 et a 58° C ne change pas sa localisation, 
mais dans les échantillons chauffés A 61, 63 et 65° C, on retrouve 
la propriété inhibitrice dans les bandes allant du n° —6a + 5, 
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c’est-a-dire sur une longueur de 6 cm (tableau VI). Sous l’influence 
du chauffage de 61 & 65° C, l’allongement de la zone de présence 
du facteur Gm’ se produit uniquement dans la direction de 
anode (zone des albumines rapides). La dispersion du pouvoir 
inhibiteur Gm* aprés le chauffage a 63 et 65° C dans l’électro- 
phorése correspond & une augmentation considérable du taux de 
Gm* révélée par l'étude sérologique quantitative (640 a 5 000 
unités). Ces résultats ont été confirmés par trois autres expé- 
riences. 

Si au leu de nous servir d’un sérum, nous étudions dans les 
mémes conditions une solution & 1 p. 100 d’un lot de globuline 


Tasteau VI. — Influence du chauffage progressif sur la localisation 
du facteur Gma dans l’électrophorése sur gélose. 
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— : inhibition-présence du Gma ; 1, 2, 3, 4: degrés d’agglutination--absence du Gma. 


humaine y, nous observons les mémes faits sous l influence du 
chauffage (fig. 1). L’inhibition est constatée dans les bandes 
allant du n° —6 a —383 de la solution non chauffée, dans les 
bandes allant de —6 a + 2 pour l’échantillon chauffé a 61° C et 
dans celles allant de —6 a +4 pour l’échantillon chauffé a 65° C. 
La zone dans laquelle le facteur inhibiteur est observé devient 
beaucoup plus large (5,5 cm au lieu de 2 cm) sous Vinfluence du 
chauffage. Il n’y a pas de déplacement en direction de la cathode ; 
l’allongement se produit uniquement dans le sens de l’anode (zone 
des albumines rapides). . 

Le fait qu’aprés le chauffage pendant dix minutes a 63 et 
4 65° C, la zone d’activité du facteur Gm* augmente et se trouve 
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méme dans la zone des albumines rapides, nous fait penser a une 
certaine analogie avec le complément. Non chauffé, celui-cl se 
trouve dans !a zone p,. Aprés chauffage a 56° C et au-dessus, qul 
lui fait perdre son activité sérologique, il acquiert une augmen- 
tation de la vitesse de migration, et il est méme retrouve dans la 
zone des albumines rapides, par suite de la formation d'un 
complexe. 


Discussion 


Théoriquement, la détermination du facteur sérique Gm’ devrait 
étre possible ia l’aide de n’importe quel systeme antigéne-anticorps 
capable de révéler le facteur agglutinant de P.C.E. Mais en 
pratique certains systemes, comme les globules rouges de mouton, 
sérum lapin homologue ou globules rouges humains O sensibi- 
lisés par un sérum lapin homologue, ne conviennent pas a !a 
recherche du Gm, car la plupart des sérums dilués 4 1/5 (dilution 
optimum pour tester le Gm*) agglutinent dans le tube témoin ces 
zlobules sensibilisés. La méme remarque peut étre faite pour les 
particules de latex sensibilisées par des globulines y. Pourtant, 
Olivelli [49] a trouvé a l’aide de la réaction au latex 55,4 p. 100 de 
sérums ayant un pouvoir inhibiteur. Siniscalco [2] a constaté qu'il 
n’y a pas de relation entre le Gm et linhibiteur décelé par la 
réaction au latex. 

Le Gm? est plutét un facteur qualitatif qu'un facteur quantitatif, 
c’est-a-dire que le sérum des sujets Gm (a +) contient un motif 
spécifique responsable de l’inhibition. Le chauffage 4 61-65° C ne 
fait qu’augmenter considérablement l’activité de ce motif. Cepen- 
dant, la méme température ne permet pas de transformer les 
sérums Gm (a —) en Gm (a +), c’est-a-dire d’augmenter la faible 
propriété inhibitrice (inférieure 4 5 unités) observée dans le sérum 
@environ 50 p. 100 des sujets Gm (a —). L’inhibition alors ne 
dépend pas de la présence du facteur Gmé et elle peut étre consi- 
dérée comme non spécifique. 

L’augmentation importante, sous l’influence du chauffage pen- 
dant dix minutes a 63° C, du taux de Gm* constatée par |’ étude 
quantitative, se manifeste dans ]’étude électrophorétique en gélose 
par l’élargissement de la zone d’activité inhibitrice du facteur 
(6 cm au lieu de 2 cm), qui atteint la zone des albumines rapides. 
Ce phénoméne pourrait étre expliqué par la formation d’un 
complexe, comme c’est le cas pour le complément. 

Le mode de conservation met en évidence certaines propri¢tés 
du facteur Gm*, notamment sa réversibilité. Le facteur Gm a la 
propriété de ne plus se manifester dans le sérum conservé dans 


certaines conditions (+ 18° C) et de réapparaitre sous l’influence 
du chauffage (a partir de 61° C). 
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Une réfrigération rapide & — 20°C permet de conserver au 
sérum son pouvoir inhibiteur initial. Quant au taux de la sub- 
stance inhibitrice Gmé, il est assez labile et est fonction des condi- 
tions de conservation. Réapparu aprés chauffage, il n’est jamais 
aussi élevé que dans le sérum conservé 4 — 20° C aussitot aprés 
le prélévement. 

Cependant, l’étude quantitative du Gm’ permet de constater 
que la répartition de son taux varie selon les races et les groupes 
ethniques. D’aprés les premiers résultats chez les Francais, le 
taux du facteur Gm* ne dépasse pas habituellement 20 unités, 
environ 10 p. 100 seulement atteignent 80 unités. Le taux le plus 
souvent constaté est de 10 unités. Pour les Nours, le taux minimum 
est de 10 unités, mais la répartition varie suivant les populations. 
Dans de petites séries (20 sérums pour chacune) le taux le plus 
fréquent est de 20 unités pour les habitants du Tchad et du 
Dahomey (Porto-Novo) et de 40 unités pour ceux du Cameroun. 
Pour la population du Vietnam (race jaune), le taux le plus fré- 
quent est de 20 unités. 

La répartition du facteur Gm®* sous l’influence de la température 
nous permet de tirer certaines conclusions concernant la technique 
de la recherche. Nous considérons qu'il faut effectuer d’emblée la 
recherche du facteur Gmé* sur le sérum dilué & 1/5 et chauffé dix 
minutes a 63° C. L’augmentation du pouvoir inhibiteur du sérum 
aprés le chauffage prouve la présence du facteur Gm*. Cette preuve 
est indépendante de la technique de recherche et des réactifs 
utilisés. 

Quand l’examen d’un sérum avec la technique habituelle donne 
des résultats douteux, il faut examiner celui-ci en trois tubes : 
1° non dilué, non chauffé ; 2° non dilué, chauffé ; 3° dilué a 1/5 et 
chauffé dix minutes 4 63° C. L’inhibition en trois tubes (—, —, —) 
sera la preuve de la présence du Gm*; toute autre combinaison, 
telles que +++, 4 a ae 3 + +, prouvera son 
absence. 

Grubb a localisé le facteur Gm* dans les globulines y,. Par 
l’électrophorése en gélose nous avons trouvé que le taux maximum 
de Gm* correspond au maximum de la répartition des globulines y. 

Il n’y a pas d’influence d’hypergammaglobulinémie sur la pré- 
sence du facteur Gm*. Il n’y a pas non plus de rapport direct 
entre le taux de Gmé et celui des globulines y et 6. Parmi les sujets 
hypergammaglobulinémiques certains sujets sont Gm (a —), tandis 
que les agammaglobulinémiques le sont tous, et les hypoglobuli- 
némiques dans la plupart des cas [2]. 

Sur 3 cas de myélome y examinés, un s’est révélé Gm (a —), 
ainsi que 6 cas de cirrhose sur 16. La cirrhose est caractérisée 
non seulement par une augmentation des globulines y, mais aussi 
par une augmentation de la fraction intermédiaire B-y. Sur trois 
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cas de myélome f, un s’est avéré Gm (a —). Deux cas de myé- 
lome étudiés par Grubb étaient Gm (a —). 

La différence de répartition de Gm* au cours des maladies a été 
recherchée. Il n’y a pas d’influence marquée pour l’ensemble des 
P. C. E. {4, 7, 25], mais l'étude d’une petite série de cas sévéres 
montrerait la présence du facteur sérique plus fréquente que nor- 
malement [5]. 

La répartition de Gm* dans d’autres maladies [28] (mononucléose 
infectieuse, diabéte, syphilis secondaire) pour lesquelles on a ¢u 
un nombre suffisant d’échantillons, est la méme que dans une 
population normale. 


RESUME. 


Le succés de la détermination du facteur sérique Gm* dépend 
essentiellement du choix des réactifs, et surtout du sérum hémag- 
glutinant de P.C.E. sélectionné, provenant généralement de 
malades atteints de forme grave avec complications. La propriété 
inhibitrice due au facteur diminue au cours de la conservation du 
sérum 4 + 4° C pour réapparaitre aprés chauffage de dix minutes 
a 63° C, et atteindre un taux beaucoup plus élevé que celui présent 
dans un sérum non chauffé. Ce phénoméne ne s’observe pas avec 
les sérums de sujets Gm* négatifs. [La recherche du Gm?* dans un 
sérum chauffé dix minutes 4 63° C permet de distinguer avec une 
plus grande certitude les sujets Gm* positifs, des sujets Gm? 
négatifs. L’étude électrophorétique en gélose montre que, dans !e 
sérum Gm (a +) non chauffé, la plus forte concentration du fac- 
teur Gm* correspond au pic des globulines y. Aprés chauffage de 
dix minutes 4 63°C on observe l’élargissement considérable de 
la zone d’activité du facteur qui est méme décelable dans la zone 
des albumines rapides. 


SUMMARY 


OBSERVATIONS ON CERTAIN PROPERTIES OF THE SERUM FACTOR Gméa, 


The demonstration of the Gm factor essentially depends on the 
choice of the reagents, particularly hemagglutinating rheumatoid 
arthritis serum, which must be taken from patients presenting a 
severe form, with complications. The inhibitory capacity of the 
factor decreases during preservation of the serum at +4°C, 
reappears after heating 10 minutes at 63° C, and reaches a much 
higher level than that of a non heated serum. This phenomenon ‘s 
not observed in serum of Gm*-negtive individuals. The heating of 
sera 10 minutes at 63° C permits a more accurate differentiation of 
Gm-positive and Gm@negative individuals. 


LE FACTEUR SERIQUE Gma 239 


The electrophoretic study in agar-gel shows that in Gm (a +) 


non 


heated sera, the highest level of the Gm* factor corresponds 


with the y-globulins peak. After heating 10 minutes at 63° C, 
a considerable increase of the activity area of the factor is 
observed, this activity being demonstrable even in the area of 
rapid albumins. 


Nous remercions vivement MM. Brumpt, De Traverse, Grou- 
lade et Queval de nous avoir confié certains sérums pour cette 
étude. 
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LES VACCINATIONS ANTI-BRUCELLA 
PAR LA SOUCHE VIVANTE B.112 


ETUDE ET COMPARAISON DE DIFFERENTES METHODES SUR SOURIS 
par Andrée SUIRE (*) (**). 


(Laboratoire de Bactériologie, Faculté de Médecine, Montpellier) 


Ein effectuant ce travail dont le but est essentiellement pratique, 
nous avons fait ]’étude et la comparaison, chez la souris blanche, 
d’un groupe de vaccins contre la brucellose. Ces recherches sont 
centrées sur l’utilisation de la souche B. 112, seule ou associée 
a différentes substances. Parmi les diverses modalités de vaccina- 
tion ont été retenues pour nos essais celles qui pouvaient étre pra- 
tiquées en une seule fois et dont la préparation ne présentait pas 
de difficultés risquant d’en restreindre la fabrication. 

L’association ancienne de brucelles vivantes et de substances 
antigéniques est toujours valable et méme trés_ souhaitable. 
L’application premiére de cette conception mixte est celle du 
vaccin C. R. F. O., efficace dans bien des cas, mais dont l’emploi 
n’a pas été généralisé en raison des difficultés de préparation. 

L’exposé qui va suivre rend compte de la protection conférée 
a des lots de souris blanches par les vaccins composés de : 


1 13, Te Sell. 


2° B. 112 et extraits de B. melitensis : 
a) parois bactériennes, 
b) constituants somatiques. 

3° B. 112 et adjuvant inerte. 


4° Anaculture de B. melitensis employée : 
a) seule, 
b) avec suspension de B. 112. 


CuoIx DE LA souRIs. — Le choix de cet animal peut surprendre ; 
il n’est pas courant dans les essais de cet ordre, mais il est 
possible qu’il le devienne pour ses multiples avantages ; un grand 


(*) Attachée de Recherches au C.N.R.S. 
(**) Société Francaise de Microbiologie, séance du 3 mars 1960. 
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usage en est déja fait dans certains pays particuliérement pré- 
occupés par Je diagnostic de la brucellose, tels Argentine (Ins- 
titut des Zoonoses de Buenos-Aires) [4]. Ces animaux peu cotteux, 
peu encombrants, sont faciles a nourrir, faciles 4 manipuler, et, 
ainsi, c’est sur des lots relativement importants de 60 a 80 indi- 
vidus que l’on a pu opérer. Il est bien évident que ces petits 
rongeurs ne peuvent faire préjuger de la réaction du _ bétail ; 
aussi faut-il les considérer comme un tout premier échelon dans 
l’étude des procédés de vaccination. 

Les souris s’infectent bien par B. melitensis, que l’on retrouve 
constamment dans les organes, surtout dans la rate, et la plupart 
du temps en culture pure, bien que le milieu utilisé ne soit pas 
sélectif. La rate contient des brucelles quatre fois plus souvent 
que le foie et présente des hypertrophies tres nettes. Ce sont des 
souris de 20 a 25 g qui ont été employées, groupées en cages 
de six. 

Comme nous ignorons la sensibilité de la souris blanche en 
général, et de cette lignée en particulier, a la souche B. meli- 
tensis d’épreuve, un titrage préalable a été effectué, que nous rela- 
tons plus loin. 


CARACTERES DES SOUCHES UTILISEES POUR CES ESSAIS. 


1° B. 112. — La souche B. 112 est trop connue pour qu’il soit 
besoin de rappeler une fois de plus son histoire. B. abortus 
atypique, il n’exige pas de CO, pour se développer, dégage du 
SH, pendant trois jours, produit une uréase au bout de quinze 
minutes. I] pousse lentement et faiblement sur gélose A la thionine 
a1 p. 50000. Cependant, il est agglutiné par un sérum monospé- 
cifique anti-abortus. On doit l’utiliser en forme S. 


Pouvoir pathogéne et immunogeéne. 
a) Pour Vhomme : avirulent. 


b) Pour le cobaye : pas d’infection vraie ; ne persiste pas au 
dela du quinziéme jour [2]; introduit seul dans l’organisme du 
cobaye il ne lui confére pas l’immunité, mais un certain état de 
protection. 


c) Chez la souris il se maintient un peu plus longtemps, puisque 
nous le retrouvons les dix premiers jours de l’infection, dont qua- 
rante jours aprés l’injection de B. 112. 


2° B. melitensis 15, — C’est la souche 15 isolée en 1954 et déja 
utilisée pour des expériences précédentes par les chercheurs mont- 
pelliérains [8 et 4], qui est choisie pour Jes injections d’épreuve. 
I] s’agit d’un B. melitensis typique, agglutiné trés franchement 
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par le sérum monospécifique et qui présente les caractéres bio- 
chimiques suivants : pousse en présence de thionine et de fuchsine ; 
a une uréase active rapidement (15 mn) ; ne produit pas de SH,,. 


Pouvoir pathogéne. 
a) Pour Vhomme : trés pathogéne ; 
b) Pour le cobaye : pathogéne ; 


c) Pour la souris : afin de déterminer le pouvoir pathogéne de 
B. melitensis 15 on a dd procéder a un titrage. 

Recherche de la dose minima infectante (DMI). On utilise pour 
ce titrage une souche B. melitensis 15 en forme S, cultivée sur 
albimi-agar, 4gée seulement de quarante-huit heures pour éviter 
le phénoméne de dissociation [5]. Des suspensions en eau salée 
sont préparées pour infecter des lots de 10 souris [6]. Les dilu- 
tions croissantes de raison 10 permettent d’encadrer la DMI dont 
nous ignorons totalement l’ordre de grandeur. Ces dilutions, pré- 
parées au photométre de Jean et Constant suivant la courbe d’opa- 
cité pour cette souche établie précédemment, sont vérifiées par 
plattage sur albimi-agar, ce qui permet la numération des éléments 
bactériens vivants et le contréle de leur qualité « smooth ». Les 
souris regoivent par vole sous-cutanée 0,25 ml de suspension, 
1 000 germes environ pour les dilutions les plus grandes, 10 mil- 
hards pour les dilutions les plus faibles. Trés peu de souris 
meurent spontanément; les survivantes, c’est-a-dire la grande 
majorité, sont sacrifiées et autopsiées. La dose minima infectante 
4 100 p. 100 pour la souche B. melitensis 15 est de 100 000 germes 
par souris. 


CONDITIONS GENERALES DE L EXPERIMENTATION. 


La vaccination précéde d’un mois les injections d’épreuve ; 
comme celles-ci, elle est faite par vole sous-cutanée et comporte 
une unique injection, qu’il s’agisse d’un vaccin simple ou mixte. 

Nous avions l’intention d’opérer pour chaque essai sur des lots 
de 80 souris; dans plusieurs cas, malheureusement, l’envoi de 
souris n’était pas satisfaisant et nous avons dt nous contenter 
dun nombre plus faible. Il a été tenu compte dans nos résultats 
de ces différences qui expliquent pourquoi certains essais ont pu 
étre poursuivis plus longtemps que d’autres. 

L’opacité de chaque produit, suspension microbienne ou sub- 
stance antigénique, a été chiffrée au photométre de Jean et Cons- 


tant (longueur d’onde 7 000 A). 

Les souris recoivent, trente jours aprés leur vaccination, une 
injection d’épreuve par vole sous-cutanée : c’est une suspension 
de B. melitensis 15 particuliérement pathogéne, dont les caractéres 
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biochimiques, antigéniques et la dose minima infectante viennent 
d’étre précisés. La dose d’épreuve adoptée est égale & dix fois 
la DMI, soit 1 million de germes par souris, soit 0,25 ml d'une 
suspension a 4 millions par millilitre (d. 0. = 6). Chaque semaine, 
pendant les sept semaines qui suivent l’infection des souris vac- 
cinées, 10 souris de chaque lot sont sacrifiées et autopsiées (soit : 
10 souris sacrifiées le septiéme jour, 10 souris sacrifiées le qua- 
lorziéme, etc.). 
Autopsies. 


Le prélévement et l’ensemencement des organes porte sur : le 
foie, la rate, le rein, les ganglions s’il y a lieu, les abcés s’il s’en 
trouve, les testicules si une orchite est constatée. Ces organes sont 
broyés et ensemencés sur albimi-agar ou sur gélose glycérinée 
a 2 p. 100 en tubes inclinés. Le sang du cceur, ponctionné avec 
une pipette Pasteur trés effilée, est ensemencé sur le méme milieu 
auquel on ajoute 1 cm? de bouillon au foie ou d’albimi lquide ; 
ce procédé permet de récupérer le maximum de sang par une 
sorte le lavage de la pipette. 

Les cultures obtenues sont identifiées par: a) Colorations et 
examen. b) Recherche des caractéres biochimiques. c) Agglutina- 
tion par sérums monospécifiques. 

Trois cas sont possibles : 


1° L’ensemencement reste stérile. 


2° Des germes de contamination envahissent le milieu (trés 
rarement). 


3° On obtient des cultures de Brucella 4 l’état pur (souvent) ou 
mélées A quelques saprophytes dont il est facile de les isoler. Dans 
ce cas, agglutination par sérum monospécifique nous confirme 
qu'il s’agit bien de B. melitensis 15, germe d’infection, et non de 
B. 112 persistant chez l’animal vacciné. 

La rate est, comme prévu, le refuge électif de B. melitensis, 
mais aussi le foie, les ganglions, le rein. Par contre, dans le sang 
du cceur on ne le rencontre pratiquement jamais; B. melitensis 
doit séjourner trés peu dans le sang circulant de la souris, seu- 
lement au tout début de Vinfection, d’ou la négativité de nos hémo- 
cultures pratiquées a partir du septiéme jour. 

Nous examinerons maintenant les conditions particuliéres 


a chaque essai de vaccin, les résultats obtenus et les apports de 
cette expérience. 


le B. 112 urimise srur. 


La technique est fort simple et se passe de développements ; 
indiquons seulement que la suspension employée contient 4 mil- 
liards de germes par millilitre et que chaque souris recoit 0,25 ml 
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de cette suspension, soit 1 milliard de Brucella. Tl est indispen- 
sable pour préparer cette suspension (et les suivantes également) 
d’homogénéiser la purée de Brucella obtenue par raclage du 
milieu solide. Une agitation manuelle de deux minutes au contact 
de perles de verre suffit A assurer la résolution des agrégats. 

Quatre-vingts souris ayant recu 1 milliard de B. 112 son infec- 
tées un mois plus tard et les résultats obtenus par les autopsies en 
échelon sont rapportées dans Je tableau I. 


Tasreau I. — B. 112 seul. Autopsies faites aprés l'infection d’épreuve. 
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2° AssociaTIon DE B. 112 er extraits ve B. melitensis. 

a) B. 112 et parois de B. melitensis. — B. 112 : 1 milhard par 


souris. 

Obtention des parois : pour obtenir des parois, il faut évidem- 
ment provoquer la rupture des corps microbiens, ce qui est pos- 
sible par divers procédés. Nous avons employé ici l’agitation 
prolongée au contact de billes d’acier. Les cultures microbiennes 
sur milieu solide (albimi ou gélose glycérinée en boites de Roux) 
sont recueillies, et lon a ainsi une suspension é6paisse en eau 
physiologique, contenant 10 milliards de Brucella par millilitre. 
Cette suspension est mise au contact de billes d’acier, le broyeur 
est mis en marche et on maintient trente heures lagitation. Cette 
partie de la préparation se fait en chambre froide pour que 
l’échauffement produit par le broyage ne détériore pas les sub- 
stances. Le broyat est centrifugé a 3 000 t/mn pendant une heure. 
On utilise toujours pour ces opérations la centrifugation a froid. 
Le surnageant est ensuite éliminé; c’est dans le culot que se 
trouvent les enveloppes des bactéries. Un examen de ce culot a 
la coloration de Gram montre quwil ne s’agit pas d’un broyat de 
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parois, celles-ci sont bien visibles sous forme de membranes 
colorées en rose et possédent une surface assez considérable. 
Ce produit est trés visqueux, gluant, et il est indispensable, pour 
pouvoir faire des dilutions susceptibles d’étre inoculées, de Phomo- 
généiser par agitation de quelques minutes dans un ballon avec 
des perles de verre. La dilution choisie 4 une d. 0. de 40 au photo- 
métre. Chaque souris recoit 0,25 ml de cette suspension et 1 mil- 
liard de B. 112, soit un inoculat total de 0,50 ml. 

Dans les jours qui ont suivi la vaccination on a observé une 
mortalité faible et probablement sans rapport avec celle-la. 

Nous précisons que |’injection de ce vaccin mixte s’est faite en 
une seule fois, les deux éléments constitutifs étant mélangés au 
moment de l’emploi et aspirés dans la méme seringue ; nous pen- 
sons, en effet, que c’est une méthode trés simple qu’1l faut 
rechercher, puisque, en cas d’efficacité, c’est A un trés grand 
nombre d’animaux qu’un vaccin doit étre inoculé. I] ne semble 
pas qu’il y ait un inconvénient a injecter ensemble les deux élé- 
ments. Il n’y a pas, a notre connaissance, d’exemple qui puisse 
faire craindre la reconstitution partielle du pouvoir pathogéne 
des B. melitensis broyés par adsorption sur des corps microbiens 
entiers (ici B. 112). Sur le tableau II on peut lire les résultats 
obtenus par cette méthode et apprécier son efficacité chez la souris. 


Tasteau I]. — Vaccin mixte : B. 112 et parois de melitensis. Autopsies 
faites aprés l’infection d’épreuve. 
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b) B. 112 et constituants somatiques de B. melitensis. — B. 112: 
1 miliard de germes par souris. 

Obtention des constituants somatiques : on se contente de faire 
éclater le corps microbien et d’éliminer les parties solides qui 
représentent les enveloppes. La phase liquide contient surtout des 
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proléines, assez volumineuses, alors que l’antigéne obtenu par 
précipitation (vaccin C. R. F. 0.) ayant subi une destruction plus 
poussée, ne contient que des polypeptides comme constituants 
protidiques. 

On recueille les cultures de B. melitensis sur boites de Roux 
dans de l’eau physiologique, & raison de 10 cm? par boite. Cette 
Turée microbienne est collectée dans un pot a centrifuger, une 
quantité égale d’eau salée lui est ajoutée. Cette épaisse suspension 
est lavée puis soumise au broyage avec des billes d’acier pendant 
trente heures. Aprés centrifugation d’une heure a 3000 t/mn, le 
surnageant qui contient la fraction endoprotéique est recueilli et 
dilué au 1/5, ce qui donne au photométre une opacité de 11. C’est 
au moment méme de Ja vaccination que 0,25 ml de cette endo- 
protéine diluée est adjointe a la suspension de B. 112 vivants. 
L’inoculat total est de 0,50 ml par souris. 

Les résultats de cette expérience sont chiffrés dans le tableau III. 


Tasrzau III. — Vaccin mixte : B.112 et constituants somatiques de 
melitensis. Résultats des autopsies faites aprés les infections 
d’épreuve. 
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3° AssocIATION DE B. 112 ET D’UN ADJUVANT INERTE. 


B. 112: 1 milliard de germes par souris. 

Adjuvant : huile de paraffine 0,25 ml. 

Mélange extemporané au moment de la vaccination, Les résultats 
de cet essai sont consignés dans le tableau IV. 


4° UTILISATION DE L’ANACULTURE DE B. melitensis SEULE OU ASSOCIEE 
A UNE CULTURE VIVANTE DE B. 112. 


Préparation de l’anaculture. — Par la méthode de Ramon. Une 
souche de B. melitensis trés virulente est ensemencée sur bouillon 
et laissée a cultiver dix jours a l’étuve. Au dixiéme jour, adjonc- 
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Tasreau IV. — Vaccin mixte : B.112 et paraffine. Résultats des 
autopsies faites aprés infections d’épreuve. 
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tion de formol a la concentration de 4 pour 1 000. ‘La culture for- 
molée est replacée a |’étuve a 37° pendant vingt jours. Aprés 
ce laps de temps, l’anaculture peut étre utilisée; la souche 
B. melitensis 15 que nous connaissons bien et dont le pouvoir 
pathogéne est considérable a été choisie pour cette préparation. 


Essais. 


Nous avons pu constater qu’une seule injection de ce produit 
protégeait trés insuffisamment la souris (Cf. tableau V). Plusieurs 
injections seraient certainement nécessaires comme cela a été 
essayé chez le cobaye [7] ; mais, dans ces conditions, l’intérét pra- 
tique serait bien moindre. 


Tasteau V. — Anaculture de melitensis 15 injectée seule. Résultats 
des autopsies faites aprés les infections d’épreuve. 
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Un essai plus convaincant est celui dans lequel nous associons 
a l’anaculture, une culture vivante de B. 112, tentative déja faite 
en 1951 sur le cobaye avec une souche de B. melitensis différente. 
Le tableau VI présente Jes résultats, assez intéressants, obtenus 
par cette méthode chez la souris. 


Tasteau VI. — Vaccin mixte : B.112 et anaculture de melitensis. 
Résultats des autopsies faites aprés les infections d’épreuve. 
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Discussion. 


Tous les résultats de cette expérience sont confrontés dans le 
tableau VII. On y voit qu’un état de protection est conféré, mais 

a des degrés différents, 4 des souris ayant recu une dose infec- 
ie dix fois supérieure a la DMI a 100 p. 100 a la suite des 
diverses vaccinations. La seule analyse de ce tableau oriente 
le choix. 

Nous y lisons sans surprise, le fait ayant déja été noté chez le 
cobaye {8], que l’injection de culture vivante de B. 112 ne suffit 
pas a protéger un nombre suffisant d’animaux; B. melitensis 
disparait la deuxiéme semaine mais reparait a la quatriéme. 

Le deuxiéme essai, le plus prometteur, montre que les souris 
vaccinées par le mélange « B. 112 vivant-parois de melitensis » 
n hébergent les brucelles pathogénes que tout au début de l’infec- 
tion d’épreuve. C’est le seul groupe dans lequel on ne retrouve 
plus d’animaux brucellisés au-dela de la premiére semaine. 

Le vaccin « B. 112-constituants somatiques » a donné leu a 
une mortalité considérable : 40 p. 100 de morts spontanées dues 
probablement a des endotoxines. Sur le tableau VII cette héca- 
tombe n’est pas indiquée, puisqu’elle s’est produite avant la 
brucellisation d’épreuve. Sur les survivantes qui, elles, ont regu 
B. melitensis 15, l’effet protecteur n’est pas négligeable : pendant 
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les quatre premiéres semaines, 1 souris sur 10 seulement présente 
des brucelles dans ses organes ; mais le choc provoqué par l’intro- 
duction des constituants somatiques et la mortalité qui en résulte 
rendent l’utilisation de ce vaccin, du moins sous cette forme, peu 
souhaitable, 

Tasieau VII. 
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Tableau des corrélations. — On lit sur ce tableau le nombre de souris brucellisées 
suivant l’Age de l’infection et le mode de vaccination (Rappelons que c’est un lot de 
10 souris qui est sacrifié chaque semaine dans chaque groupe). 


L’adjonction de paraffine a la culture de B.112 n’est pas a 
retenir : il est évident que chez la souris cet adjuvant n’est pas 
celui qui convient. 

En dernier lieu, c’est le mode d’utilisation de l’anaculture en 
injection unique que nous avons étudié. Nous voyons que si l’ana- 
culture seule ne protége que trés mal la souris, par contre, associée 
a une culture vivante de B. 112 elle n’est pas sans intérét. 

Au terme de cette étude du vaccin B. 112 chez la souris, c’est 
a un vaccin mixte que l’on doit accorder la préférence : |’asso- 
ciation B. 112-parois. 

Si Pon néglige la premiére semaine d’autopsies au cours de 
laquelle se retrouvent, pour chaque essai, des souris brucellisées, 
on obtient le schéma suivant (fig. 1). 

Nous terminerons cette discussion par deux remarques : la pre- 
miére est l’intention uniquement qualitative de ce travail consacré 
au choix des constituants d’un vaccin et non a la mise au point 
des doses & utiliser. 'L’autre remarque est inspirée par la consta- 
tation, lors des autopsies des souris vaccinées puis infectées, d’un 
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grand nombre de ¢ anglions qui se sont révélés négatifs en culture. 
Les B. melitensis ont-ils été neutralisés par des anticorps sessiles 
dans ce tissu réactionnel ? Il y a la, nous semble-t-il, une question 
a élucider dans un proche avenir. La plupart de ces ganglions 
sont inguinaux, il n’y a pas de différence notable entre le cdté de 
F injection et son symétrique. Les ganglions sont presque toujours 
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en nombre pair. Le rapport ganglions stériles/ganglions infectés 
est plus élevé dans les essais ott la vaccination semble la plus 
efficace. 


RESUME. 


Ce travail vise 4 déterminer les meilleures conditions d’emploi 
du vaccin vivant B. 112 chez la souris blanche. Successivement 
sont étudiées les vaccinations par : 


1° (By 112 seul, 


2° B. 112 associé a des extraits de B. melitensis (constituants 
somatiques et constituants de parois), 


3° B. 112 et un adjuvant inerte, 
4° B, 112 et anaculture de melitensis. 


Les souris recoivent une injection unique et sont infectées un 
mois plus tard par une souche trés pathogéne de B. melitensis. 
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Les autopsies échelonnées montrent la valeur respective de ces 
essals. 

On est frappé par lefficacité de l'association B. 112-parois de 
B. melitensis qui mérite d’étre éprouvée sur d’autres especes 
animales. 


SUMMARY 


Anti-Brucella IMMUNIZATION 
BY MEANS OF THE LIVING B. 112 STRAIN. 
A COMPARATIVE STUDY OF DIFFERENT METHODS IN MICE. 


Different methods of immunization are successively studied : 
1. B. 112 strain alone. 


2. B. 112 associated with melitensis extracts (somatic and cell- 
wall constituents). 


3. B. 112 + an inert adjuvant. 
4. A toxoid of B. melitensis, alone or + B. 112. 


The mice receive only one immunizing injection and are chal- 
lenged a month later with a highly pathogenic strain of B. meli- 
tensis. Necropsies are carried out from the seventh to the fourty- 
ninth day. The best results are obtained with B. 112 + cell-walls 
of B. melitensis. 

These findings should be checked on other animal species. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Cepro (V.C. F.), Caccuione (R. A.) et Cisate (H. O.). Rev. Invest. 
Ganaderas. Buenos-Aires, 1957, n° 2, 109-112. 

[2] Renoux (G.). Rev. Immuol., 1950, 14, 279-290. 

[3] Carrere (L.), Roux (J.) et Surre (A.). Ann. Inst. Pasteur, 1957, 
93, 131-135. 

[4] Carrere (L.), Roux (J.) et Serre (A.). Ann. Inst. Pasteur, 1958, 
95, 588-603. 

[5] Renoux (G.). Arch. Inst. Pasteur Tunis, 1955, 32, 51-64. 

[6] Bonér-Maury (P.). Ann. Inst. Pasteur, 1942, 68, 491-494. 

[7] Carrere (L.) et Quarreraces (H.). Rev. Immunol., 1951, 45, 196-207. 

[8] ae cae Roman (G.) et Renoux (G.). Ann. Inst. Pasteur, 1938, 

, 823. 

[9] Raynaup (D.), Retyverp (E. H.), Turprn (A.) et Mancaro (R.). Ann. 

Inst. Pasteur, 1959, 96, 60-72. 


ETUDE COMPARATIVE DE MILIEUX COMPLEXES 
FAVORISANT LES FERMENTATIONS GLUCIDIQUES 
DES PSEUDOMONAS 


par M. VERON et R. CHATELAIN (*). 


(Service de Microbie Technique 
et Collection de I’Institut Pasteur, Paris) 


De nombreux travaux de physiologie microbienne ont montré 
que les Pseudomonas utilisaient le glucose, non selon la voie fer- 
mentative habituelle du diphosphate d’Embden-Meyerhof, mais 
selon des mécanismes oxydatifs consistant en une oxvdation du 
glucose directement en gluconate, puis en 2-cétogluconate, et sur- 
tout en une oxydation du glucose en pyruvate par la voie du mono- 
phosphate ou «shunt oxydatif ». Ces deux mécanismes sont 
oxydatifs, c’est-a-dire qu’ils ne fonctionnent qu’en présence de 
Voxygéne libre, contrairement aux réactions anaérobies de la voie 
fermentaire du diphosphate. 

La plupart des études de physiologie des Pseudomonas ont 
été faites avec des espéces assez communes, cultivées en milieu 
synthétique simple. Mais, pour une étude systématique du genre 
Pseudomonas, dont certaines espéces peuvent étre assez exigeantes 
en facteurs de croissance, il nous a paru plus pratique d’étudier 
les fermentations glucidiques dans un milieu nutritif plus 
complexe. On sait toutefois que les faibles quantités d’acide pro- 
duites par le métabolisme oxydatif des Pseudomonas peuvent étre 
totalement masquées par les produits basiques du catabolisme 
protéique dans un milieu trop riche en protéines, tel que l'eau 
peptonée a 1 p. 100 habituelle ot de trés nombreuses souches de 
Pseudomonas, y compris Ps. aeruginosa, ne montrent aucune 
fermentation. I] convient donc d’utiliser un milieu relativement 
pauvre en protéines et assez peu tamponné. 

En 1953, Hugh et Leifson ont proposé un milieu gélosé semi- 
solide convenant a la mise en évidence facile du métabolisme 
« oxydatif » ou « fermentatif » des bactéries [4]: ce milieu est 
utilisable notamment pour les Pseudomonas. En 1952, Liu avait 
proposé, de son cété, d’étudier les fermentations sucrées des 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 
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Pseudomonas dans un milieu liquide peu riche en protéines [2]. 
Enfin, en 1956, Simon proposait de faire cette étude dans une 
macération de viande diluée au 1/20 {8}. Dans ces conditions, les 
Pseudomonas montraient un pouvoir oxydatif sur un nombre rela- 
tivement important de glucides; dans ce milieu, d’autre part, le 
D-arabinose n’était oxydé que par P. aeruginosa. 

Nous avons repris l’étude des fermentations des Pseudomonas 
dans ces milieux que nous avons modifiés pour faciliter les compa- 
raisons. Un grand nombre de résultats concordent, mais certaines 
divergences se manifestent : il nous a semblé que le milieu qui 
fournirait le plus de réponses rapidement positives serait le plus 
intéressant. 

MATERIEL ET METHODE. 


1° Matériel et méthode d’ensemencement. 


Nous avons utilisé 42 souches de Pseudomonas dont la provenance 
est la suivante : 20 souches sont dues a l’obligeance de la N. C.1. B. ; 
6 souches de Pseudomonas aeruginosa ont été choisies parmi les souches- 
types sérologiques de Kéhler, d’une part [4], et de Habs [5] et Klein- 
maier [6], d’autre part, parce qu’elles avaient une physiologie ou une 
pigmentation anormale, notamment sur milieux de King [7). Une 
souche de Ps. stutzeri nous a été adressée aimablement par le profes- 
seur Van Niel [8]. Nous tenons 4 remercier ici de tous ces aimables 
envois. 

Compte tenu de nos souches personnelles et des souches de la Collec- 
tion de l'Institut Pasteur, nous avons utilisé 14 souches de Ps. aerugi- 
nosa, 6 souches de Ps. fluorescens, 3 souches de Ps. stutzeri, 2 souches 
de Ps. oxalitica et 17 souches appartenant chacune &4 des espéces diffé- 
rentes de Pseudomonas (Cf. tableau VI). Le pouvoir oxydatif de toutes 
ces souches a été vérifié par la technique de Hugh et Leifson [4]. 

Les milieux étudiés dans les épreuves de comparaison sont ceux 
décrits par Simon [3] d’une part, et pay Hugh et Leifson d’autre part. 
Chaque milieu a été réalisé en deux variantes: liquide ou gélosé 
(0,38 p. 100). Pour une comparaison valable, il était utile d’utiliser le 
méme indicateur de pH ; aprés étude préalable, nous avons utilisé le 
rouge de phénol dont la couleur interfére moins que le bleu de bromo- 
thymol avec le pigment vert de certaines souches et dont le virage au 
jaune est obtenu avec des quantités plus faibles d’acides que le bleu 
de bromothymol. La formule des milieux est alors la suivante : 


Milieu macération (milieu de Simon, légtrement modifié). Macération 
de viande (500 g de viande de bceuf par litre), 50 ml; KCl, 5 g; eau 
distillée q. s. p. 1000 ml. Ajuster & pH 7,4 ; précipiter a 115° ; filtrer ; 
ajouter 0,02 g de rouge de phénol ; vérifier le pH ; répartir en tubes 
et stériliser. 


Milieu macération-gélose. Méme milieu que ci-dessus, avec en plus 
3 g de gélose par litre & ajouter avant précipitation. 


Milieu peptone-gélose (milieu de Hugh et Leifson, légérement 
modifié). Peptone trypsique de caséine (PTC, Etablissements Réactifs), 
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Qe eel eon on K,HPO,, 0,3 g¢; gélose, 3 g ; rouge de phénol, 0,02 es 
eau distillée q.s. p. 1000 ml. Méme préparation que le milieu macé- 
ration. 

Milieu peptone. Méme milieu que ci-dessus, mais sans gélose. 


Tous ces milieux sont répartis sous le volume de 10 ml en tubes 
de 170 x 17 mm, bouchés au coton. 

Les glucides choisis dans notre expérience sont les suivants : glucose, 
galactose, DL-arabinose, D-arabinose, xylose, rhamnose, lactose, saccha- 
rose, tréhalose, glycérol, mannitol. Ils sont ajoutés a la concentration 
finale de 1 p. 100 dans les milieux préalablement stérilisés, liquéfiés 
a 100° C, puis refroidis vers 50°C; aprés mélange correct, le milieu 
est refroidi dans l’eau, aprés quoi, il devient plus consistant et plus 
facile & inoculer. Il est parfois utile d’ajuster préalablement le pH de 
certains glucides dont les solutions sont trés acides. 

Ces milieux sont inoculés par piqdre centrale avec le fil de platine, 
4a partir d’une culture en bouillon de vingt-quatre heures 4 30°. Les 
tubes, bouchés seulement au coton, sont incubés a 30°. Chaque tube 
est numéroté par tirage au sort, puis tous les tubes sont reclassés par 
ordre des numéros successifs, de facon que la lecture soit effectuée « a 
V’aveugle », aussi bien en ce qui concerne le milieu, la souche que le 
glucide. 


2° Choiz du procédé de lecture. 


L’utilisation d’un milieu gélosé rend difficile le dosage de 1’acidité 
produite dans chaque tube. Pour juger de 1l’intensité de |’acidification, 
on s’est donc contenté d’apprécier le virage de l’indicateur par compa- 
raison avec une gamme témoin faite en milieu liquide : 


—, milieu inchangé, pH voisin de 7,2 ; 

+, milieu orangé, pH voisin de 6,8 ; 

+, milieu jaune pale, pH voisin de 6,3 ; 

++, milieu jaune d’or, pH inférieur ou égal a 5, 
al, Al, milieu légérement ou fortement alcalinisé. 


a 


L’acidité des milieux liquides est jugée aprés homogénéisation du 
railieu par agitation. Dans les milieux gélosés, l’acidification apparait 
toujours a la surface, au contact de l’oxygéne, puis gagne peu a peu ia 
profondeur. 


Par convention, on n’a retenu comme positifs que les tubes ot la 
réaction acide est suffisamment nette (pH voisin de 6,3), donnant une 
teinte jaune pdle, dans la totalité des milieux s’ils sont liquides, et sur 
au moins 5 mm de hauteur depuis la surface des milieux s’ils sont 
gélosés. Les virages moins intenses (orangés) ou moins étendus (moins 
de 5 mm de hauteur) sont considérés comme des réactions négatives. 

En effet, pour juger de la fermentation des Pseudomonas, qui pro- 
duisent peu d’acides, il nous a paru plus intéressant, plutét que d’étu- 
dier l’importance de l’acidité produite, de mesurer le temps nécessaire 
pour obtenir une réponse positive (définie comme ci-dessus), avec une 
souche et un sucre déterminés, dans le milieu de culture étudié ; on 
ne tient pas compte des réalcalinisations secondaires qui n’annulent 
pas information primitive. 
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Si des fermentations d’origine mutative surviennent trés tardive- 
ment, elles ne seront pas, pour ce travail de comparaison de milieux 
de culture, séparées des fermentations plus précoces : en effet, elles 
doivent se répartir tout a fait au hasard entre les milieux, si Jes popu- 
lations microbiennes y sont aussi nombreuses. Si, au contraire, leur 
répartition ne se faisait pas au hasard, il faudrait supposer qu’un des 
milieux favorise davantage la multiplication des germes: il y a donc 
lieu d’inclure aussi ces fermentations mutatives tardives dans les tests 
de comparaison des milieux. 

La valeur d’un milieu sera donc jugée finalement sur le nombre et 
la précocité des réponses positives qu’il fournit. 


68 


1 24 8 1632nég. | 2 4 B 16 32nég. 
JOURS JOURS 


25 
0,7 14285,6 = 11,2 22,4 44,7 
kn eee ; 
a! 8 16 32 JOURS 
Fic. 1. — Histogramme illustrant la distribution de fréquence des fermentations 


obtenues dans Je milieu macération-gélose (fig. 1A et 1B) et peptone-gélose 
(fig. 1C) en combinaison avec 11 glucides et 36 souches de Pseudomonas. En 
abscisses, le temps d’apparition des réactions positives, exprimé en jours, est porté 
selon une échelle arithmétique (fig. 1 A) ou logarithmique (fig. 1 B et 1). Sur les 
figures 1 B et 1 C, sont inscrits également les résultats négatifs. Les rectangles qui 
correspondent a une méme classe de résultats dans les trois figures ont des 
surfaces proportionnelles 4 la fréquence des résultats positifs dans chaque classe 
(chiffres indiqués au-dessus de chaque rectangle). 


3° Choiz d’une échelle logarithmique des temps. 


Nos premiers essais nous ont montré que le plus grand nombre de 
réactions positives survenaient rapidement, par exemple entre un et 
quatre jours. La répartition des réponses positives en fonction du 
temps est donc trés dissymétrique (Cf. fig. 1 A). 
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Mais, plus la production d’acide est tardive, moins les différences 
de temps qui se manifestent entre l’apparition des résultats positifs 
sont significatives ; par exemple, des réponses positives survenant le 
treizitme jour dans un milieu et le dix-septiime jour dans un autre 
milieu seront jugées équivalentes, alors qu’une acidification appa- 
raissant le deuxiéme jour dans un milieu sera jugée beaucoup plus 
précoce qu’une autre qui n’apparailrait qu’au sixiéme jour dans 
Vautre milieu. 

Nous avons donc été conduits & diviser l’échelle des temps en inter- 
valles de plus en plus grands et & grouper dans une méme classe les 
résultats répartis autour des valeurs moyennes suivantes: un, deux, 
quatre, huit, seize et trente-deux jours de culture. Ceci représente 
une progression géométrique, de raison 2, égale A 2°, 21, 2?, 23, 24 et 2°, 
forment les centres des classes dans lesquelles seront groupés les résul- 
tats positifs. Les limites de ces classes sont inscrites dans le tableau I. 


Tasceau J. — Répartition des résultats dans des classes distribuées 
selon une échelle logarithmique des temps. Calcul de l’intervalle 
de ces classes. 


Moyenne des classes Intervalle des classes 


Valeurs correspondantes 


ce 153 
woe ea es 
ae 
et Rake 
7 

mee 
aa 


Les réactions positives survenant, par exemple, entre 5,6 et 11,2 jours aprés 
si ‘ ae, eds 
Vinoculation seront groupées dans la classe 


Désignation des 


classes 


(log, des jours) 


3, correspondant 4 la valeur moyenne 
huitiéme jour. 


Pour répartir les résultats observés dans les 6 classes ainsi définies 
et leur attribuer la valeur moyenne de cette classe, il suffit d’effectuer 
une lecture des résultats A la fin de chaque intervalle de classe, soit 
environ 1,4, 2,8, 5,6, 11,2, 22,4 et 44,7 jours aprés l’ensemencement des 
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tubes. Dans les derniéres classes & long intervalle, il faut toutefois faire 
une lecture intermédiaire pour noter les réactions positives qui risque- 
raient d’étre masquées ullérieurement par une réalcalinisation ; mais 
ces réalcalinisations sont exceptionnelles dans les conditions expéri- 
mentales retenues. 

La répartition des résultats en classes qui font intervenir non la 
variable elle-méme, mais son logarithme a pour effet de rendre la distri- 
bution des résultats plus réguliére (Cf. fig. 1). Malgré cette améliora- 
tion, nos résultats se sont distribués trop irréguliérement pour qu’on 
puisse considérer qu’ils suivaient une loi normale. Nous n’avons donc 
pas pu utiliser des tests statistiques trés puissants pour nos compa- 
raisons. 


REsULTATS. 


1° Comparaison des milieux solides et des milieux liquides. 


Nous avons étudié, avec les 11 glucides précités, le compor- 
tement de quatre souches vis-a-vis des quatre milieux a la fois. 


Tasreau I]. — Comparaison des milieux gélosés et des milieux liquides. 


Souches 


Ps. aeruginosa 
(5934) 


Ps. riboflavina 


(5910) 


Ps. stutzeri 
(5954) 


Ps. ovalis 
(5917) 


Temps d’acidification (en jours). Milieux : MG = macération-gélose ; M = macéra- 

tion ; PG = peptone-gélose ; P = peptone. — Lorsque le résultat d’une réaction 

ne figure pas, c’est qu’elle est négative & la fois dans les quatre milicux, et qu'elle 
n'est pas prise €n considération dans les calculs statistiques. 
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Les souches choisies sont les suivantes : une souche peu glucido- 
lytique de Ps. aeruginosa, une souche trés glucidolytique de 
Ps. riboflavina, une souche de Ps. stutzeri et une de Ps. ovalis, 
qui avaient une activité moyenne. Le temps mis dans chaque cas 
pour avoir une acidité comptée comme réaction positive est noté 
sur le tableau II. 

Une analyse globale des résultats est faite par le test du ¥?, 
compte tenu de la restriction préalable suivante: il ne faut 
prendre en considération, pour chaque souche, que les glucides 
donnant une réaction positive au moins dans un des milieux. 
Donc, lorsqu’un glucide n’est fermenté dans aucun milieu, ces 
réactions négatives, qui n’apportent aucune information pour !es 
tests de comparaison, ne sont pas comptées ; un raisonnement 
simple montre d’ailleurs qu’il suffirait d’augmenter le nombre de 
ces glucides non attaqués pour masquer toute différence entre les 
milieux. 

Compte tenu de cette hypothése, on peut classer les résullats 
en trois catégories (tableau III): positifs en un a quatre jours, 


Tasieau III. 


ee POSITIF POSITIF RAMI 

PUNE AUS (1 a 4 jours) (8 a 32 jours) REGU 
IM Gaoee ceed ooden es 20 7 | 
Misery vege Feats 16 9 3 
PGae pee po 14 1 3 
BAe anion es Bie ten 6 14 8 


positifs en huit a trente-deux jours, et négalifs. L’effectif des 
réactions négatives étant trop faible, on peut grouper les deux 
derniéres colonnes et classer les résultats en deux catégories : 
positifs précocement (un a quatre jours), positifs tardivement ou 
négatifs (tableau IV). 


TasLeaAu IV, 


= POSITIF POSITIF 
AMNLIBURS (1 a 4 jours) (8 @ 30 jours) ou négatif 
IMG eos eo eee she fens 20 8 
Mis Peete bones coe sad sate ar pavers 16 12 
PGia 5 fear ee os 14 J. 
PUR tReet was. Woh eiks tes waste 6 22 


On trouve alors un ,? = 14,86 pour 3 degrés de liberté. II 
y a done une différence trés significative entre les milienx 
(0,001 < p < 0,01), le milieu macération-gélose donnant les réac- 
tions précoces les plus nombreuses et le milieu peptone (liquide) 
les réactions précoces les plus rares. 
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La comparaison des résultats fournis respectivement par les 
milieux liquides et les milieux gélosés (tableau V) donne un 
7° = 6,45 pour 2 degrés de liberté; il y a done une différence 
significative (p < 0,05) entre les milieux gélosés et les milieux 
liquides, ces derniers donnant des réactions plus tardives et plus 
souvent négatives. 

TaBLEAu VY. 


seers POSITIF POSITIF se REA 
SENSES (1 a 4 jours) (8 a 32 jours) AUC 
gélosés 
MGi-- PGS 34 18 4) 
liquides 
Mia rPe 3 es 22 23 11 
Tasteau VI. — Gomparaison des milieux gélosés. 


Macération-Gilose Peptone-—Gélose 


Désignation 
des 


souches 


galactose 
dl-arabinose 
d-arabinose 
lactose 
saccharose 
galactose 
dl-arabinose 
d-arabinose 
lactose 
saccharose 


RPRsahwA-ONws===nwwH 
-NMe HN H BHM HHH 
RAUNNNNNNNKY—NYNHNLDH 
-NMe HN epee een 
NON=-NMMIUYON=NVNY\H 
NENMNOKMNMANN=]|NUYNNY 

ANOAPNMFH NF NHOHEAN 
-FftAHNRHONMH]-]Ny-5 


AS ES AS ES 


1 
1 
i 
1 
2 
1 


we 


+ fluorescens: 
52191 
5690 
5919 
5925 
5926 
R 103 
fragi 
=. glycinea 
- lemnonieri 
S. mildenbergii 
> ovalis 
S. oxalitica (5914) 
+ Teptilovora 
riboflavina 
Ps. rubescens 
+ saccharophila 
stutzeri: 
5954 | 
X 78 
R 139 
+ Syncyanea 
+ Synxantha ° 
. syringae 


ab mee A ae oh es fy 
FONPHANM HHT 
OU ee he an ie 


MANO FMO===]=M 
meat tPrwosz—nwnn 


Bie 9) SP a Oo 
NUMER SH MHA 
Roepe (pl aaa ak aime 


nO 
mM 


@ 
NFL fh 


Voir légende du tableau II. 
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2° Comparaison des milieux gélosés. 


Nous avons étudié dans ces milieux (MG et PG) Vaction de 
42 souches diverses de Pseudomonas sur la méme série de 11 glu- 
cides que précédemment. Six souches n’ont acidifié aucun alucide 
dans l’un ou l’autre des milieux, ce sont : Ps. iodinum, Ps. oleo- 
vorans, Ps. oxalitica (5916), Ps. putrefaciens, Ps. tabaci et 
Ps. testeroni. 

Les résultats donnés par les 36 autres souches sont reportés 
dans le tableau VI. L’analyse des résultats est faite selon la méme 
méthode que précédemment, en ne tenant pas compte des résultats 
négatifs a la fois dans les deux milieux. 

Les résultats, inscrits dans le tableau VII, permettent de calculer 


Tapieau VII. 


RESULTATS POSITIFS ‘ y % RESULTATS 
(en jours) y 4 8 16 32 négatifs OMEN 
Milieux : 
Macération-gélose . .... 68 71 24 {6 33 25 { 238 
Peptone-gélose = 48) OL 28) 24 14 10 56 238 


le coefficient du 7? qui est trés élevé, égal 4 75,33 pour 6 degrés 
de liberté ; la différence entre les deux milieux est done hautement 
significative (p < 0,001). Le milieu macération-gélose a comme 
avantage sur le milieu peptone-gélose de donner de plus nom- 
breuses réaclions positives précoces (premier et deuxiéme jour) 
ou tardives (seiziéme et trente-deuxiéme jour) et de beaucoup plus 
rares réactions négatives. L’histogramme de ces résultats est 
reporté sur les figures 1B et 1C 

Méme si l’on fait abstraction des résultats négatifs donnés par 
chaque milieu, et inserits dans le tableau VII, il y a encore une 
différence trés significative (7? = 15,15 pour 5 degrés de liberté ; 
p < 0,01) entre les milieux, a cause des résultats positifs précoces 
et tardifs plus nombreux fournis par le milieu macération-gélose. 


DISCUSSION. 


L’analyse statistique plus détaillée (analyse de variance, com- 
paraison par la méthode des couples) des résultats n’a pas été 
possible, car la distribution s’écarte trop d’une loi normale, sur- 
tout dans le cas du milieu macération-gélose. 

Ceci est da, en partie, au fait que le milieu macération-gélose 
donne de nombreuses réactions tardives, particuliérement avec 
le galactose, le D-arabinose, le rhamnose et le tréhalose ; la plupart 
de ces réactions tardives sont masquées dans les autres milieux. 
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L’étude physiologique du mécanisme de l'utilisation tardive de 
ces glucides devrait étre trés instructive, et peut-étre permettre 
de trouver un critére de différenciation des espéces. Nous pouvons 
déja remarquer, par exemple, que, a part Ps. riboflavina et Ps. 
saccharophila qui ont une action intense sur les glucides, seul 
Ps. aeruginosa est capable d’acidifier tardivement le tréhalose. 

[l est intéressant, d’autre part, de signaler que la simple adjonc- 
tion dans le milieu macération-gélose de phosphate a la méme 
concentration que dans le milieu de Hugh et Leifson, fait perdre 
beaucoup des qualités de celui-la. En effet, nous avons étudié 
comparativement, et dans les mémes conditions que précédemment, 
11 souches de Pseudomonas (3 Ps. aeruginosa, 3 Ps. fluorescens. 
2 Ps. fragi, Ps. ovalis, Ps. riboflavinus, Ps. stutzeri) avec les 
11 glucides étudiés ci-dessus, et dans les trois milieux suivants 
macération-gélose, macération-phosphate-gélose, peptone-gélose. 
Les résultats peuvent se résumer dans le tableau VIII. 


TasLteau VIII. 


MILIEUX RESULTATS POSITIFS RESULTATS TARDIFS 


précoces (4 a 4 jours) ou négatifs 
Macération-gélose. . . . 39 19 
Macération-phosphate- 
FIO) ge cele oe 53 25 
Peptone-gélose .... . 4A 34 


Le calcul donne un ;? égal a 6,57 pour 2 degrés de liberté. Il y 
a done encore une différence significative (p < 0,05) entre les 
trois milieux, mais non entre les milieux pris deux a4 deux, sauf, 
naturellement, pour les milieux macération-gélose et peptone- 
gélose (7° = 6,42). Le milieu macération-phosphate-gélose a donc 
des propriétés intermédiaires aux deux derniers milieux gélosés 
les virages y sont souvent plus nets que dans le milieu macération- 
gélose, mais nettement plus tardifs et plus rares ; ils sont cepen- 
dant plus précoces et plus fréquents que dans le milieu peptone- 
gélose. 

Signalons enfin que de nombreuses souches finissent par aci- 
difier trés tardivement l’un ou l’autre milieu, glucosé et recouvert 
de paraffine fondue. Mais l’épreuve proposée par Hugh et Leifson 
reste valable, car le glucose « ouvert » est acidifié beaucoup plus 
rapidement que le glucose « fermé ». 


RESUME. 


Le comportement de 42 souches diverses de Pseudomonas vis- 
a-vis de 11 glucides a été étudié comparativement dans des milieux 
liquides ou semi-solides gélosés dérivés des milieux de Hugh et 
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Leifson [4] et de Simon [3]. L’analyse statistique des résultats 
montre : 1° que les milieux gélosés sont plus sensibles que leurs 
variantes liquides ; 2° que le milieu macération- gélose donne des 
acidifications beaucoup plus nombreuses . plus. précoces que le 
milieu peptone-gélose. 

L’utilisation du milieu macération-gélase est proposé pour les 
études de routine des fermentations des Pseudomonas. 


SUMMARY 


COMPARATIVE STUDIES ON COMPLEX MEDIA FAVOURING 
GLUCIDIC FERMENTATIONS BY Pseudomonas. 


The comportment of 42 Pseudomonas strains towards eleven 
carbohydrates is studied in liquid and agar semi-liquid media, 
derived from Hugh and Leifson’s [4] and Simon’s [3] media. 


The statistical analysis of the results shows that : 
1. Agar media are more sensitive than liquid media. 


2. Infusion-agar media yield earlier and more numerous acidi- 
fications than peplone-agar media. 


The use of the infusion-agar media is proposed for routine 
studies of Pseudomonas fermentations. 
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HYPOPHYSE ET TYPHOIDE EXPERIMENTALE 
DU RAT BLANC 


par L. CHEDID, F. BOYER et M™° F. POPHILLAT (-). 


(Collége de France, Laboratoire d’Endocrinologie, 
et Institut Pasteur, Chimie Thérapeutique B). 


Dans un travail précédent nous avons signalé que le rat hypo- 
physectomisé est trés sensible a l’infection par Salmonella entert- 
tidis (variété Danysz), comme lest également l’animal surréna- 
lectomisé [4]. De toutes les hormones hypophysaires, seul le réle 
de ACTH est bien établi en ce qui concerne la défense de /’or- 
ganisme. Les autres stimulines auraient une action beaucoup 
moins nette, sinon nulle, comme nous le verrons plus loin dans 
Ja discussion. Cependant, les doses de corticotrophines que nous 
avons administrées ne protégeaient qu’imparfaitement |’animal 
infecté privé d’hypophyse. De plus, les animaux porteurs d’auto- 
greffes hypophysaires (sous la capsule du rein) avaient une résis- 
tance comparable a celle des animaux traités par l’ACTH, bien 
qu'il soit admis que le greffon ne secréte pratiquement pas de 
cortico-stimulines. 

Dans les expériences qui suivent nous avons cherché A exclure 
la possibilité d’une sécrétion de corticoides en comparant la résis- 
tance a infection d’animaux surrénalectomisés a celle d’animaux 
surrénalectomisés et hypophysectomisés, porteurs ou non d’auto 
greffes et recevant dans certains cas un extrait total d’hypophyse 
(poudre acétonique). 


TECHNIQUES : 


Les rats utilisés (Wistar américain) sont toujours des males adultes. 

L’hypophysectomie est faite par voie parapharyngée et la surrénalec- 
tomie par voie dorso-lombaire, sous anesthésie A l’éther. Dans certains 
cas l’hypophyse a été transplantée sous la capsule du rein. 

Pour faire la part du traumatisme chirurgical, nous avons ajouté 
aux témoins habituels un lot de rats chez lesquels nous avons pra- 
tiqué l’hypophyseciomie « A blanc ». Celle-ci consiste A trépaner ]’os 
et déchirer la dure-mére, tout en laissant la glande en place. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 
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Tous les animaux opérés recoivent, & la fin de chaque intervention, 
une injection de 1 mg de cortisone et de 1000 unités d’extencilline, 
sous la peau. 

L’alimentation est normale, sauf dans le cas cilé plus bas, mais on 
ajoute a l’eau de boisson du glucose a 5 p. 100 (pour les hypophysecto- 
misés) et du CINa a 9 p. 1000 dans le cas des surrénalectomisés. 

L’infection est faite en administrant, par voie intragastrique, 1 ml 
d’une culture de seize heures de Salmonella enteritidis (variété Danysz) 
contenant environ 4 milliards de germes par millilitre. : 

Aprés Ja surrénalectomie, 1 mg d’acétate de désoxycorticostérone est 
injecté tous les deux jours, par voie sous-cutanée. La poudre acétonique 
est administrée par la méme voie & raison de 5 mg par jour. 1 ¢ de 
cette poudre correspond environ & 5 g d’hypophyse (lobes antérieur et 
postérieur) fraiche de mouton. 

L’ascorbie surrénalienne est évaluée selon la méthode deécrite 
ailleurs [2]. 

L’action thyroidienne est mesurée a l’aide d’un radioisotope (I). 
Vingt-deux heures aprés l’injection, on expose la région cervicale de 
Vanimal anesthésié devant un compteur A scintillation et l’on compare 
le nombre d’impulsions a celui enregistré au niveau d’une patte posté- 
rieure. La fixation thyroidienne de l’iode est mesurée avec plus de 
précision a la fin de l’expérience, en prélevant la glande de ]’animal 
sacrifié (et qui a recu une nouvelle injection de I vingt-deux heures 
au préalable) et en l’étalant sur coupelle. 

Pour obtenir des fixations élevées, il est nécessaire de soumettre ies 
animaux a une alimentation dépourvue d’iode (régime de Remington 
modifié par Money) en prenant soin de leur donner 4 boire de l'eau 
bidistillée [3]. 

Certaines pieces ont été prélevées, fixées au liquide de Bouin, incluses 
dans de la paraffine, coupées et colorées 4 1l’hémalun-éosine. 

Dans la presque totalité des cas, l’exsudat splénique de l’animal qui 
a succombé ou a été sacrifié est ensemencé dans du bouillon ordinaire, 
et le germe est identifié par agglutination avec un sérum spécifique. 


RESULTATS. 


I. — INFLUENCE DE L HYPOPHYSECTOMIE, SUIVIE OU NON 
D AUTO-GREFFE CHEZ LE RAT SURRENALECTOMISE. 


Dans cette expérience nous avons utilisé 178 rats, qui ont été 
répartis en 7 lots de la fagon suivante : 


a) 16 rats hypophysectomisés et surrénalectomisés dans un 
méme temps, quarante-huit heures avant l’infection. Dans ce lot 
nous avons eu 2 survivants, dont un sera éliminé parce qu'un 
reliquat hypophysaire est retrouvé dans sa selle turcique. 

b) 42 rats hypophysectomisés environ vingt jours avant l’infec- 
tion. Quinze jours aprés l’opération, on leur injecte 2 microcuries 
de ™I par 100 g. La fixation thyroidienne est mesurée in vivo 
le lendemain et ils sont surrénalectomisés deux jours plus tard, 
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soit quarante-huit heures avant l’infection. De ces 42 rats, 
8 meurent avant l’inoculation et 7 sont écartés, leur hypophy- 
sectomie étant jugée incompléte par rapport @ un ou plusieurs 
des critéres suivants : fixation de l’iode, poids du corps et des 
glandes, examen de la selle turcique. 

c) 15 animaux sont hypophysectomisés seulement (ils conservent 
leurs surrénales) vingt jours avant l’infection. Dans ce lot, 
2 succombent avant inoculation du germe et 4 sont éliminés pour 
les mémes raisons que plus haut. 

yse est prélevée et transplantée sous 
la capsule du rei, environ vingt jours avant l’infection. Ces ani- 
maux recoivent le I, sont surrénalectomisés et infectés dans 
les mémes conditions que ceux du lot (b). On n’en retiendra 
que 27, 2 ayant succombé avant l’inoculation et ’hypophysectomie 
de 6 rats étant jugée incomplete. 


d) 35 rats dont l’hypophys 


e) 13 rats sont hypophysectomisés « a blanc » vingt jours avant 
linfection. Ils recoivent le “I, sont surrénalectomisés et infectés 
comme les rats des lots (b) et (d). 


f) 45 rats normaux sont surrénalectomisés deux jours avant 
infection, 
g) Enfin 12 rats témoins non opérés sont infectés seulement. 


Les animaux qui succombent au cours de la maladie expéri- 
mentale ainsi que les survivants qui sont sacrifiés au quatorziéme 
jours sont autopsiés, leurs organes sont prélevés et pesés. 


1° Pourcentage de survivants dans les différents lots (tableau I). 


On constate sur ce tableau 


a) 100 p. 100 de survies chez les rats non opérés et 62 p. 100 
chez ceux qui ont été surrénalectomisés seulement, tandis que la 
mortalité est beaucoup plus élevée chez les animaux hypophy- 
sectomisés, surrénalectomisés ou non. 


b) Le nombre de jours écoulés entre l’hypophysectomie et l’in- 
fection ne semble pas modifier la mortalité en fin d’expérience. 
Cependant les survivants sont moins nombreux au dixiéme jour 
chez les animaux qui ont été opérés depuis longtemps. 

c) Le traumatisme opératoire (& condition de laisser l’hypo- 
physe en place) n’augmente pas d’une facon significative la mor- 
talité du rat surrénalectomisé : 46 p. 100 au lieu de 38 p. 100. 


d) Les animaux porteurs d’une  auto-greffe hypophysaire 
résistent mieux a l’infection que les hypophysectomisés ; 26 D. 100 
au leu de 6 p. 100 (p < 0,05 d’aprés le test de ly*). 1 faut 
insister ici sur le fait qu’il s’agit d’animaux privés de leur cortex 
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surrénalien. Etant donné que chez les animaux porteurs de greffon 
involution surrénalienne est mois prononcée et qu'il subsiste 
une légere activité thyroidienne, nous avons contrdlé les selles 
turciques par des coupes microscopiques sériées. Sur les 11 rats 
Survivants dans ce lot nous n’avons retenu que les 7 ne présentant 
aucun reliquat microscopique, 


TasLeau J. 


Témoins Normaux 12/12 (x) 


sx (**) 44 4S 
Sx + Hx A blane 10/13 


Hx 4/9 


8x + Hx(deux jours) 12/15 
Sx + Hx (vingt jours) 27/32 


Sx + Hx Greffés 21/27 


(*) Nombre de survivants/nombre d’animaux dans le lot. 
(**) Sx = surrénalectomisés ; Hx = hypophysectomisés. 


Ajoutons enfin qu’au moment de l’hypophysectomie nous 
navions greffé que les rats chez lesquels nous avions pu _ pré- 
lever ’hypophyse en un seul morceau. 


2° Poids du corps et de certains organes. 


Sur le tableau II figurent les moyennes de poids du corps, de 
la rate, des testicules et des vésicules séminales. Sauf dans le 
cas des témoins normaux et des rats hypophysectomisés, nous 
avons relevé séparément les poids des animaux ayant succombé 
a Vinfection et ceux qui avaient survécu jusqu’au quatorziéme 
jour. 

Au début de l’expérience, les poids corporels de tous les rats se 
situent aux environs de 1385 g a4 10 g prés. Sur ce tableau nous 
avons enregistré les poids corporels moyens a la mort ou a la 
fin de l’expérience avec le pourcentage d’augmentation (+) ou de 
diminution (—) ; figurent aussi les moyennes de poids absolu des 
rats ainsi que celles du poids absolu ou relatif 4 100 g, des testi- 
cules et des vésicules séminales. 
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TasiLEau II. 


Survie vés. Séminales 
au 


+Hx & blane 


(*) V = vivants ; M = morts; (a) = poids absolu en grammes; (b) = poids 
pour 100 g de poids corporel ; (m) = poids & la mort. 


Le tableau II montre : 


a) Que Vhypophysectomie, suivie ou non d’auto-greffe, pro- 
voque une involution profonde de la rate, des testicules et des 
vésicules séminales. Il ne faut pas tenir compte du poids testi- 
culaire plus élevé chez les hypophysectomisés que chez les 
« greffés ». Ceci résulte de ce que la mortalité plus précoce dans 
un lot que dans l’autre nous fait comparer des animaux hypo- 
physectomisés depuis plus ou moins longtemps. 

Le poids absolu des rates semble plus élevé aprés surréna- 
lectomie, que l’hypophyse soit présente ou non. Cependant, la dis- 


persion trés grande des chiffres ne permet pas de conclure a ce 
sujet. 


b) Tandis qu’il y a une augmentation de 17 p. 100 du poids 
corporel chez les témoins, il y a un amaigrissement prononcé chez 
les animaux hypophysectomisés, amaigrissement auquel ne 
s’oppose pas l’auto-greffe. 


c) Enfin, a l’intérieur des lots surrénalectomisés seulement ou 
surrénalectomisés et opérés « a blanc », il y a une perte de poids 
corporel chez les animaux qui succombent, mais au contraire 
une augmentation chez ceux qui survivent. 
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3° Poids des surrénales et teneur en acide ascorbique. 

Dans le tableau HI nous avons relevé les moyennes du poids 
des surrénales et de leur contenu en acide ascorbique. De plus 
nous avons recherché si ces animaux étaient capables de répondre 
& une agression par une décharge endogéne d’ACTH. La surré- 
nalectomie unilatérale provoque chez l’animal normal une forte 
déplétion de la teneur en acide ascorbique de la 2° surrénale, pré- 
levée une heure plus tard. Ce phénoméne nous a servi de test. 

Toutes ces mesures ont été faites soit avant V’infection, soit a 
la fin de Vexpérience. 


Tasieau IIT. 


eens Avant 1'Infection Aprés 1'Infection 
Surrénales (mg) Ac.Ascorbique | Surrénales (mg) Ac. Ascorbique 


(a) (bd) | taux % chute 


Témoins (22)* 22 


(14) 9,8 


Hx Greffés (27 )12, 


(*) Nombre d’animaux ; (a) = poids absolu; (b) = poids pour 100 
de poids corporel. 


09 


‘Le tableau III montre que : 


a) Sous Vleffet de Vuinfection, les surrémales des animaux 
témoins s’hypertrophient, et leur teneur en acide ascorbique n’est 
pas modifiée. De plus le « stress » provoqué par la surrénalec- 
tomie unilatérale détermine une déplétion importante de l’ascorbie 
surrénalienne, méme aprés l’infection. 

b) Les surrénales des animaux hypophysectomisés sont trés invo- 
luées avant l’infection (c’est-a-dire une quinzaine de jours apres 
Vablation de la glande) et leur atrophie est encore plus accentuée 
quatorze jours plus tard. Comme on devait s’y attendre, leur 
teneur en acide ascorbique est faible et il n’y a pas de chute consé- 
cutive a la surrénalectomie unilatérale. 


c) Les animaux qui ont un greffon depuis une quinzaine de jours 
ont des surrénales plus grosses que les hypophysectomisés, mais 
beaucoup plus petites que celles des témoins. Quatorze jours plus 
tard leur involution est trés prononcée et sensiblement la méme que 
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celle des rats privés d’hypophyse. De plus, le « stress » ne provoque 
pas de déplétion de l’ascorbie surrénalienne. 

Ces résultats confirment que le greffon posséde une sécrétion 
corticotrope extrémement faible sinon nulle. 


4° Activilé thyroidienne. 


Les mesures faites a l’aide du radio-iode nous ont donné les 
renseignements suivants : 


a) In vivo Ja fixation est importante si ’hypophyse est intacte. 
Elle est trés faible ou nulle chez l’hypophysectomisé, sauf s’il lui 
reste un reliquat important. Celte constatation est en accord avec 
ce qui a été signalé par Courrier et coll. [4] et permet d’éliminer 
des animaux chez lesquels l’opération est incompléte, Chez les 
rats porteurs d’une auto-greffe, la fixation, bien que faible, est 
souvent sensiblement supérieure a celle du rat hypophysectomisé. 


b) Les mesures faites avec des thyroides prélevées et étalées sur 
coupelles confirment ces résultats. La fixation thyroidienne des 
témoins normaux ou surrénalectomisés est en moyenne de 
30 p. 100, celle des hypophysectomisés est inférieure 4 1 p. 100 
tandis que celle des « greffés » est d’environ 5 p. 100. Il a déja 
élé montré que Vhypophyse greffée loin de la selle turcique pos- 
séde un faible pouvoir thyréotrope [5]. Enfin, contrairement aux 
injections d’endotoxine [8], il ne semble pas que infection avec 
des germes modifie sensiblement l’activité thyroidienne, car les 
iaux de fixation de témoins non infectés sont sensiblement Jes 
mémes. 


Ajoutons pour terminer les remarques suivantes : 


La recherche du germe par ponction splénique suivie de culture 
et d’agglutination a été positive dans la trés grande majorité des 
cas. Les 12 témoins qui avaient survécu ainsi que les animaux qui 
succombent dans les quarante-huit heures qui suivent l’inoculation 
sont apparemment stériles. 


Il. — INFLUENCE DE L’INJECTION D’UN EXTRAIT TOTAL 
D HYPOPHYSE DE MOUTON 
SUR LA RESISTANCE A L’ INFECTION DU RAT SURRENALECTOMISE 
ET HYPOPHYSECTOMISE. 


Des expériences préliminaires nous ont montré que l’injection 
quotidienne d’une demi-hypophyse de rat augmentait la résistance 
a Vinfection de l’animal hypophysectomisé et surrénalectomisé. 
Nous avons recommencé, en utilisant des doses plus élevées, soit 
39 mg par jour d’une poudre acétonique d’hypophyse, de mouton. 
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Cette quantité correspond a4 environ 25 me de glande fraiche (lobe 
anterieur et postérieur), c’est-a-dire des doses dix fois plus fortes 
que dans nos premiéres expériences. 


76 rats sont hypophysectomisés et sept jours plus tard sont mis au 
régime dépourvu d’iode pendant une semaine. On leur injecte alors 
2 microcuries de *I pour 100 g de poids corporel et leur activité thy- 
roidienne est mesurée in vivo, vingt heures plus tard. Ces animanx 
sont remis 4 une alimentation normale le lendemain et surrénaleclo- 
misés le surlendemain en méme temps que 10 rats témoins. 

De ces 76 rats, 10 sont éliminés, 8 parce qu’incomplétement hypophy- 
sectomisés et 2 ayant succombé avant |’expérience. 

Les 66 animaux recoivent 1 mg de DOCA tous les deux jours par 
yoie sous-cutanée et sont répartis en quatre lots. 

a) 8 témoins non infectés. 

b) 4 rats non infectés qui recoivent le mélange hormonal suivant : 
25 unités de gonadotrophine chorionique, 0,1 unité de thyréostimuline 
et 1 unité d’hormone de croissance par voie sous-cutanée a raison 
d’une injection tous les deux jours (soit six injections en tout). 

c) 23 témoins infectés. 

d) 31 rats infectés qui recoivent 5 mg de poudre acétonique par jour 
(par voie sous-cutanée). 

A ces animaux on ajoute un cinquiéme lot de 10 rats surrénalec- 
tomisés seulement et infectés comme ceux des lots (c) et (d). 

Les animaux survivants sont sacrifiés douze jours aprés l’inoculation. 


1° Pourcentage de survivants dans les différents lots. 


L’injection quotidienne de poudre acétonique protege tres effi- 
cacement le rat infecté dépourvu d’hypophyse et de surrénales. 


Sx 


Témoins 


Tableau IY. 


Ee sc OP 
pec[es [es es pes peal | 


8/10 | 6/10 | 3/10 2/10 0/10 0 
14/23 8/23. 5/23 3/23 2/23 9 
31/31 | 27/31 | 25/31, | 21/31 12/31 39 


(*) Nombre de survivants/nombre d’animaux dans le lot. 


Sx +Hx Traités 


Cela est d’autant plus évident dans cette expérience ot l’infection 
a été particuliérement sévére, comme le montre la mortalité 
précoce et élevée des témoins surrénalectomisés seulement. Rap- 
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pelons que chez ces animaux on enregistre habituellement 
50 p. 100 de survie dans les quinze premiers jours (tableau IV). 

On voit sur ce tableau l’action extrémement nette de l’extrait 
hypophysaire, puisque 39 p. 100 des animaux survivent alors que 
tous les témoins surrénalectomisés (qui ont conservé leur hypo- 
physe) sont morts. 

Il faut remarquer aussi que deux témoins hypophysectomisés 
ont résisté a l’infection, bien que l’examen de leur selle turcique 
et les autres critéres dénotent une hypophysectomie complete. 
Cependant, au controle bactériologique ces deux animaux se sont 
révélés stériles. Quoi qu’il en soit, les rats hypophysectomisés 
ont succombé plus rapidement que les témoins surrénalectomisés 
seulement, comme on peut le constater en considérant la survie 
pendant les six premiers jours. 


2° Poids du corps et de certains organes. 


Il est évident que l’injection quotidienne d’un extrait hypophy- 
saire retentit sur la croissance corporelle et l'état des différentes 
glandes. Les résultats qui suivent (tableau V) mettent en évidence 
une action discréte mais significative en ce qui concerne la cro1s- 
sance et une augmentation trés nette du poids des gonades. 


Testicules vés, Séminales 


TaBLeau V. 


(b) (a) (d) 


Témoins (8)* 570 (8) 36 
Traités (mélange (4) 520 (4) 238 


Non Infectés 


hormones ) 


Témoins (17) 618 } (15)425 (2) 57,5] 43 


Traités (extrait (29) 675 | (29)755 (12) 98 
hypophysaire ) 


Infectés 


(*) Nombre d’animaux : (a) = poids absolu en mg ; (b) = poids pour 100 ¢ 
de poids corporel. 


L’effet somatotrope de la poudre acétonique est mis en évidence 
par l’amaigrissement moins prononcé des animaux traités : 0,25 2 


. ry . 5 
par jour pour 100 g de poids corporel contre 0,77 ¢ chez les 
lemoins, €n moyenne (cette différence est statistiquement signi- 


ficative : 0,02 < p < 0,05). Les poids des rates, par contre, sont 
sensiblement les mémes. Ce fait est A souligner, car certains 
auteurs ont pensé que l’action anti-infectieuse de l’hypophyse 
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était liée & son action sur le tissu splénique [6]. Il faut ajouter 
dailleurs que nous n’avons pas obtenu d’effet avec hormone de 
croissance chez les témoins non infectés. 

Par contre, les testicules ont augmenté de 65 p. 100 et les 
vésicules séminales de 87 p, 100 (on retrouve d’ailleurs de nom- 
breux spermatozoides dans |’épididyme). 

L’action de ’hormone chorionique est trés nette chez les témoins 
non infectés, particuliérement au niveau des vésicules sémi- 
nales (tableau V). 


3° Poids des surrénales. 


Ces poids ont été relevés avant V’infection. Ils sont en faveur 
d'une hypophysectomie compléte. De plus, nous avons choisi les 
animaux qui avaient l’involution surrénalienne la plus prononcée 
pour constituer le lot traité. 

POIDS MOYEN (EN MG) 
DES SURRENALES POUR 100 Gc 
DE POIDS CORPOREL 


LORMonMIA TemMoms see ee eae ee 19,5 
23 hypophysectomisés et surrénalecto- 

TINISES* LENNOUNS! sis elcsace Ae eer ae 8,5 
31 hypophysectomisés et  surrénalecto- 

TMS ESwitAITES) slot aye rte see ele veyse one 7,6 


4° Activité thyroidienne. 


Une deuxiéme mesure a été faite en injectant 5 microcuries 
de I pour 100 ¢ de poids corporel vingt deux heures avant de 
sacrifier les animaux. Les thyroides sont prélevées et étalées sur 
coupelles. I] est a noter que, les rats n’ayant pas été soumis a un 
régime dépourvu d’iode dans cette expérience, les taux de fixa- 
tion obtenus sont bas. 

Néanmoins, par comparaison avec 6 témoins normaux non 
infectés et alimentés de la méme facon, on observe les différences 


suivantes : 
FIXATION MOYENNE 


p. 100 
GaleMOINSEMOLMAUX MOMs InLCCLES me) rammne s ariecyn erence sire ily 
BD ONAN MAM WACOM Gooonuencoboncenoebouebouac 0,35 
12 hypophysectomisés traités (poudre acétonique) ...... a deh (7) 


(*) Maleré le faible nombre d’animaux témoins p = 0,5. 


En conclusion, les doses d’extrait injectées ont une faible action 
thyréotrope et somatotrope, tandis que leur effet gonadotrope est 
trés marqué. 
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Ajoutons, enfin; que la recherche du germe révéle les faits 
suivants : 

a) On retrouve des germes chez tous les témoins surrénalecto- 
misés. 

b) Les deux témoins hypophysectomisés qui ont survécu sont 
stériles. Parmi les 18 qui ont succombé, 3 sont stériles et 15 sont 
positifs. 

c) Sur les 18 hypophysectomisés traités qui ont succombe, un 
seul animal est stérile, tandis que parmi ceux qui sont sacrifiés 
en fin d’expérience, il y a 9 ensemencements positifs et 3 négatifs. 


DIscusSION. 


Le role de la surrénale et de ses hormones dans |’infection est 
bien connu [7, 8, 9]. Ce sont les glucocorticoides qui sont respon- 
sables de cette action, l’adrénaline et les minéralo-corticoides 
élant inopérants chez l’animal infecté ou intoxiqué. Il faut remar- 
quer aussi que la cortisone protége nettement l’animal contre 
des doses mortelles d’endotoxine, mais qu'elle est sans action 
vis-a-vis des exotoxines [40]. 

L’influence de ’hypophysectomie a été beaucoup moins étudiée 
a ce point de vue. Elle entrainerait une sensibilité plus grande 
a l’égard des infections et notamment de la tuberculose [44, 42], 
mais prolongerait la survie de la souris inoculée par le virus polio- 
nyélitique [43]. La question n’ayant guére évolué depuis plusieurs 
années, nous renvoyons le lecteur aux revues suivantes [44, 45, 
165) 17): 

Il est généralement admis que la diminution de la résistance 
consécutive a l’hypophysectomie est liée @ la mise au repos de la 
surrénale. Cette fagon de voir repose sur les arguments suivants : 


a) Le syndrome d’alarme et d’adaptation ne se manifeste pas 
en l’absence d’hypophyse [48]. 


b) L’hypophysectomie entraine une diminution de la résistance 
de méme intensité, et a l’égard des mémes poisons, que la surré- 
nalectomie [49]. De plus, on augmente la résistance de ]’animal 
privé d’hypophyse en lui injectant soit ACTH, soit des extraits 
corlico-surrénaliens, 

c) Quant aux autres stimulines hypophysaires, leur action n’est 
pas nette et d’ailleurs la castration augmenterait la résistance et 
la thyroxine sensibiliserait l’animal a certaines infections, Enfin, 
hormone de croissance s’opposerait dans certains cas a l’action 
pro-infectieuse de la cortisone [20], a infection a staphylo- 
coques [24] et a Pasteurella pestis [22], mais elle ne semblerait 
pas exercer d’action trés nette [47]. 
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Pour toutes ces raisons, il semble admis que l’augmentation de 
la sensibilté a& diverses agressions microbiennes consécutive 
a l’hypophysectomie se superpose étroitement aux troubles pro- 
voqués par l’ablation de la surrénale. 

Cependant, dans notre précédent travail nous avions remarqué 
que la mortalité semblait plus élevée en l’absence d’hypophyse. 
D’autre part, Vinjection de cortico-stimulines ne protégeait pas 
mieux l’animal qu'une auto-greffe d’hypophyse (bien que lacti- 
vité sécrétoire du greffon soit trés faible sinon nulle). 

Pour nous assurer que ce phénoméne ne dépend pas de la pré- 
sence de la surrénale, nous avons infecté des rats privés d’hypo- 
physe et de surrénale. 

Dans ces conditions on constate que l’absence d’hypophyse 
aggrave la sévérité de l’infection et que l’auto-greffe protege par- 
tiellement ]’animal surrénalectomisé. 

Il est généralement admis que Vhypophyse greffée loin de la 
selle turcique ne sécréte plus d’ACTH mais qu’elle conserve un 
faible pouvoir thyréotrope [5, 23 24] et dans certains cas gonado- 
trope [25, 26, 27, 28]. Pour Martinovitch et Pavic [29] les greffons 
auraient de plus une action somatotrope et corticotrope, mais 
leurs conditions expérimentales sont particuliéres (greffe de plu- 
sieurs hypophyses, généralement dans Ja chambre antérieure de 
l’ceil). 

Nous n’avons constaté aucun effet gonadotrope. Nos conditions 
expérimentales, il est vrai (surrénalectomie, infection, durée 
courte de la greffe) different beaucoup de celles des autres auteurs. 

Par ailleurs, il est possible de protéger l’animal hypophysec- 
tomisé en lui injectant un extrait total d’hypophyse de mouton et 
cela malgré l’absence de ses surrénales. Ce traitement exerce “tune 
action gonadotrope trés nette, mais une action somatotrope et 
thyréotrope assez discréte. 

Comment interpréter cette action ? S’agit-il d’une action péri- 
phérique de ’ ACTH [80, 34] ou d’un effet hé a une autre hormone 
du lobe antérieur ou méme de la neuro-hypophyse ? 

Toujours est-il que cette action est indépendante de la sécrétion 
surrénalienne. 


ResuME. 


Au cours de J’infection expérimentale du rat par Salmonella 
enteritidis (variété Danysz) on peut observer les faits suivants : 

1° L’absence d’hypophyse aggrave la mortalité consécutive a la 
surrénalectomie : 6 p. 100 de survivants au lieu de 62 p. 100, et 
cela indépendamment du traumatisme opératoire. 


2° Une auto-greffe hypophysaire protége dans 26 p. 100 des 
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cas le rat surrénalectomisé, bien que le pouvoir sécrétoire du 
greffon paraisse trés diminué. 

3° L’injection d’un extrait total d’hypophyse protege tres effi- 
cacement le rat hypophysectomisé et surrénalectomisé. 


SUMMARY 


HypopHysis AND EXPERIMENTAL TYPHOID FEVER IN ALBINO RATS. 


In the course of the infection of rats with Salmonella enteritidis 
var. Danysz, the following facts are observed : 

1. The absence of hypophysis increases the mortality due to 
adrenalectomy (6 °/, surviving animals instead of 62 °/,, irrespective 
of the operative trauma). 

2. Hypophysis auto-transplantation protects 26 °/, of the hypo- 
physectomized rats, although the secretory capacity of the trans- 
plant seems to be very low. 

3. The injection of a total hypophysis extract protects hypo- 
physectomized and adrenalectomized rats. 
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ETUDE DE L’EVOLUTION DE LA BACTERIEMIE 
DANS ONZE CAS DE SALMONELLOSE TRAITES 


R. RANDRIAMBOLOLONA et A. DODIN (*) 
(avec la collaboration technique de Ed. RAKOTONDRAMANGA). 


(Institut Pasteur de Madagascar 
(Directeur : Médecin Lieutenant-Colonel J. CourpurieR)) 


Des 1924, Boez [4] avait mis au point un disposilif pour hémo- 
culture anaérobie en milieu solide. Reynes [2] avait repris ces 
travaux aA I’Institut Pasteur de Saigon et avait dénombré les 
germes (staphylocoques) par 10 ml de sang. Il écrivait: «'La 
mesure de la densité de l’infection sanguine ne pourrait-elle pas 
étayer Vimpression clinique, et la numération des germes au 
cours de l’hémoculture fournir une base de pronostic ? » 


Nous avons repris l’étude des germes du sang circulant par la 
méthode des membranes filtrantes, au cours des_ typhoides. 
Soixante-seize hémocultures ont été pratiquées sur des malades 
fébriles entrant au service des contagieux de |’Hépital de Befela- 
tanana & Tananarive (1). 


TECHNIQUE. 


Pour chaque malade étaient pratiquées trois hémocultures au cours 
de la méme prise de sang : une hémoculture classique en ballon, une 
hémoculture en milieu de Miiller-Kauffmann selon la technique recom- 
mandée par Boy et Le Minor [3], et une hémoculture sur membrane 
selon la technique décrite par l’un de nous [4]. Pour tout malade 
dont la premiére membrane révélait des germes, toutes les vingt-quatre 
heures, nous pratiquions une nouvelle prise de sang de 2 mi aussitdt 
filtrés sur membrane, jusqu’a obtenir disparition compléte des germes 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 


(1) Nous tenons A remercier ici le médecin-commandant Dulac qui 
nous a ouvert son service et facilité la réalisation de ce travail. 
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a deux hémocultures successives. Pour faciliter le dénombrement des 
germes, nous n’avons filtré que 1/2 ml de sang par membrane, avec 
deux membranes par malade. 

Nous avons, en méme temps que l’hémoculture, pratiqué systéma- 
tiquement chez tous les porteurs de bacilles d’Eberth un prélévement 
de gorge sur tampon monté, placé aussitét, au lit du malade, en milieu 
de Miller-Kauffmann. 

L’identification des germes, déjd orientée par l’aspect des colonies sur 
la membrane en milieu S/S, était complétée par la recherche des carac- 
téres biochimiques et sérologiques des germes. Le typage par phage est 
en cours dans le Service du D" P. Nicolle, de l'Institut Pasteur de Paris. 


RESULTATS, 


Des 76 hémocultures sur membrane pratiquées, nous avons 
isolé 11 S. typhi, 2 Hafnia, 3 feecalis alcaligenes ; les hémo- 
cultures sur milieu de Miiller-Kauffmann nous ont donné les 
mémes résultats avec 2 feecalis alcaligenes, de méme que l’hémo- 
culture classique en ballon de 300 ml quant a la recherche des 
Salmonella, Il faut cependant signaler que les hémocultures sur 
membrane nous ont toujours donné un diagnostic de probabilité 
soixante-douze heures, et un diagnostic de certitude quarante-huit 
heures avant les hémocultures classiques. Ces différents retards 
sont notés sur les graphiques correspondant 4 chaque malade. 


Les prélévements de gorge ont permis de trouver Salmonella 
typhi, dans 1 cas sur 11. Il est évident que cette localisation du 
bacille d’Eberth présente un intérét aussi bien épidémiologique 
que diagnostique. L’amygdale est le reflet de l'état lymphoide de 
intestin, et cela ‘va nous inciter a rechercher sur un plus grand 
nombre de cas les salmonelles a ce niveau. 


NUMERATION DES GERMES. 


Nous avons compté le nombre de colonies par millilitre de 
sang. Le plus grand nombre de colonies trouvé au départ d'une 
typhoide fut de 68 (n° 7), Je moindre de 3 (n* 3 et 9). 

En cours d’évolution, pour les sujets 1, 3, 6, 8, le nombre des 
colonies a augmenté dés le début du traitement avant que celui-ci 
ait commencé a agir. Il semble bien que nous ayons trouvé ces 
typhoides au début de leur stade bactériémique et que nous ayons 
modifié la multiplication des germes par Jes antibiotiques. Pour 
les sujets 2, 4, 5, 7, 9, nous avons compté les germes du sang 
a l’acmé de la bactériémie (68 pour le n° 7, 35 pour le n° 9, 
28 pour le n° 2, 27 pour le n° 4, 25 pour le n° 5). ‘Le traitement 
a eu pour effet d’infléchir aussitét la courbe du nombre de 
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colonies. Les cas n* 10 et 11 sont les plus curieux. Le sujet n° 10 
n’a regu que de la pénicilline. Le bacille d’Eberth en cause s’est 
montré résistant 4 toute dose de pénicilline. Les germes ont dis- 
paru du sang dans les mémes délais que chez les sujets traités. 
Le phénomene est encore plus net avec le cas n° 11, qui n’a recu 
que du ganidan et a vu s’éteindre sa bactériémie en quatre jours. 
Etant donné. le faible nombre de germes au départ de ces hémo- 
cultures, il nous faut envisager pour ces deux cas un processus 
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de guérison spontanée, processus qui n’était pas rare avant l’appa- 
rition des antibiotiques. 

Depuis l’apparition du chloramphénicol, il est classique de dire 
que l’hémoculture se négative rapidement. Au Congrés de Patho- 
logie infectieuse de Milan (mai 1959), Kassen, de Varsovie, donne 
les chiffres de 70 p. 100 des hémocultures négatives aprés un 
jour de traitement, 20 p. 100 aprés sept jours, 10 p. 100 aprés 
dix jours. La technique des hémocultures sur membrane nous 
permet d’apporter des précisions sur ce point : ’hémoculture n° 9 
ne s'est négativée qu’au huitiéme jour maleré un traitement 
sérieux ; les hémocultures 1, 2, 6, 8 au septiéme jour, 3, 4, 7 au 
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sixiéme jour, 5 au quatriéme jour, 10 au sixiéme jour et 11 au 
quatriéme jour en fin d’évolution sans traitement. 
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Les hémocultures en ballon, en introduisant une grande quantité 
de sang alors que le malade est en pleine charge d’antibiotiques, 
inhibent in vitro la croissance des germes, d’ov l’impression 
erronée d’une disparition trés rapide des germes du sang circulant. 


BACTERIEMIE DANS LA SALMONELLOSE 285 


CONCLUSION. 


La méthode d’hémoculture sur membrane s’est révélée rapide 
et précise, en général avec quarante-huit heures d’avance sur les 
méthodes classiques. Elle ne nécessite que peu de sang, ce qui 
nous a permis sans dommage pour le malade de suivre la courbe 
de tempar rature el ne révele la disparition des germes du sang 
qua partir du cinquiéme jour dans les cas les meilleurs. 

Dans deux cas, la disparition des germes du sang, alors que la 
température se maintenait élevée, pouvait faire prévoir une 
complication ou une maladie surajoutée et, par li’ méme, orienter 
le traitement et répondre au voeu de Reynes. Pour le cas n° 8, 
décés en état de delirium tremens avee hyperthermie ; pour le 
cas n° 9, persistance de Ja température avec virage de la cuti- 
réaction. 

Résumé. 


Les auteurs apportent les courbes de bactériémie de 11 salmo- 
nelloses obtenues au moyen de la technique d’hémoculture sur 
membrane filtrante. Ces courbes apportent des précisions quant 
a la quantité de germes du sang circulant et 4 leur persistance au 
cours du traitement. 


SUMMARY 


STUDIES ON BACTERIAEMIA IN ELEVEN CASES 
OF TREATED SALMONELLOSIS. 


Study of the bacteriaemia curves obtained by means of hemo- 
culture on membrane filter. These curves yield data as to the 
amount of germs in the circulating blood and their persistence 
in the course of treatment. 
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LA MULTIPLICATION DES FORMES L 


par J. ROUX (*) 
(avec la collaboration technique de M™ A.-L. ENJALBERT). 


(Institut Bouisson-Bertrand, Faculté de Médecine, Montpellier) 


Avant d’apporter les résultats d’expériences concernant certains 
aspects de la multiplication des formes L, il est nécessaire de 
préciser quelques points de terminologie. 

Nous utilisons l’expression forme L comme terme général pour 
désigner l’ensemble des éléments bactériens transformés sponta- 
nément ou sous l’action d’un agent inducteur tel que Ja pénicilline, 
et rencontrés dans une micro-colonie obtenue sur milieu solide 
icolonie ‘L] (1). La majorité des auteurs sont d’accord, entre autres 
Weibull [16], Lederberg [8], pour considérer que les formes glo- 
buleuses qui constituent les colonies L ne sont autre chose que 
des bactéries dont la paroi est suffisamment altérée pour les 
rendre sensibles & un choc osmotique. Le terme protoplaste 
devant étre réservé aux bactéries qui sont sirement et entiérement 
dépourvues de paroi (bactéries 4 Gram positif soumises a l’action 
du lysozyme), on ne doit pas l’appliquer aux formes L dont nous 
ne connaissons pas exactement le degré d’altération de la paroi. 
I] semble qu’on pourrait les appeler sphéroplastes, puisque ce 
terme (de Hurvitz, Reiner et Landau [8]) est destiné 4 des orga- 
nismes ou subsiste une organisation pariétale plus ou moins 
importante. 

On parle de formes L réversibles pour désigner les colonies L 
qui donnent naissance a des bactéries normales lorsqu’on sup- 
prime l’agent inducteur ; les formes fixées, ou stables, sont celles 
qui se perpétuent sous la forme L, en absence d’agent inducteur, 
sans tendance au retour vers la forme bactérienne originelle. Il 
existe évidemment une différence fondamentale entre les souches 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 avril 1960. 


(1) Ces derniéres années, divers colloques de spécialistes ont essayé 
de dissiper la confusion existant dans ce domaine. Les conclusions des 
réunions de Lausanne [2], Londres [4] et du Symposium d’Iéna (23-26 
septembre 1959) concordent et devraient étre admises par tous. 
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non stables, phénotypiques, et les souches fixées, génotypiques, 
qui ont définitivement perdu la capacité de synthétiser une parol 
normale. 

La question étudiée ici concerne la multiplication des formes L, 
qui a fait objet de nombreuses controverses. L’hypothése la plus 
classique, et la plus sérieusement ¢tudiée, est celle du cycle L 
(voir essentiellement la revue générale de Tulasne [45]) : lors- 
qu'une bactérie produit des formes L, elle se transforme rapi- 
dement en un petit organisme arrondi de 4 a 5 p de diamétre 
(forme intermédiaire), avec un noyau homogéne de 3 a 4 w; la 
forme intermédiaire augmente de volume, jusqu’a un diamétre de 
15 a 25 w; sa substance nucléaire se fragmente et forme de nom- 
breuses granulations dont les plus grosses ont 0,2 uw de diamétre ; 
dans le cas du cycle L complet cette forme géante, éclatant, libére 
ces granules qui constituent les formes naines, ou granules élé- 
mentaires. Ces granules seraient viables et redonneraient des 
formes globuleuses, lesquelles, dans le cas des formes réversibles, 
redonnent une bactérie. Le granule apparait donc, non seulement 
comme un mode de reproduction, mais comme un processus de 
multiplication intense, puisqu’une forme globuleuse. libere un 
nombre élevé de sranules, I] est clair que la question de savoir 
si ces granules sont viables ou non présente un intérét considé- 
rable : si ’hypothése est exacte, 11 s’agit d’un mode de multiphi- 
cation jusqu’ici inconnu chez les bactéries. Ces granules étant 
issus de l’éclatement du noyau en 10 ou 20 éléments, chacun ne 
renferme done qu'une faible fraction du matériel nucléaire. Céci 
poserait en outre le probleme de la reconstitution d’une cellule 
a partir du seul matériel nucléaire. Telles sont du moins les ques- 
tions qui devraient étre débatlues si Vhypothése était confirmée. 

Les travaux qui concluent a existence d’un cycle passant par 
les formes naines sont basés sur des observations microscopiques 
et sur des expériences de filtration, qui indiquent que ces gra- 
nules ont des dimensions de l’ordre de 200 4 300 my [6, 44]. Les 
observations directes au microscope, optique ou électronique, ne 
peuvent apporter aucune certitude, puisque, 4 notre connaissance, 
aucun auteur n’a pu suivre le développement dun élément gra- 
nulaire vers un corps globuleux ou vers une bactérie. Les expé- 
riences de filtration sont entachées des erreurs inhérentes a la 
méthode. 

On sait que la filtration sur bougie est essentiellement un pheé- 
noméne d’adsorption qui met en jeu, non seulement le rapport de 
dimensions pore/cellule, mais d’autres facteurs physico-chimiques 
complexes. Les modifications importantes de la paroi des formes 
globuleuses perturbent cerlainement ces facteurs, sans qu'on 
sache actuellement dans quelles conditions. Nous avons observé 
que des formes globuleuses de petite taille (2 4 3 w) passent 
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a travers une bougie Chamberland L3 dés que la pression négative 
sous laquelle on opére atteint 15 cm de mercure. 

Dans ses expériences, Klieneberger-Nobel (6, 7] a trouvé que les 
formes L filtraient a travers des membranes a pores de 400 
a 500 mu, ce qui donne, en appliquant Ja formule d’Elford, des 
dimensions de 225 4 337 mu. Il n’est pas certain que le facteur 
de correction d’Elford, caleulé avec des particules virales, 
s‘applique a des organismes non rigides. La plasticité des formes 
globuleuses, due a l’absence de paroi fonctionnelle, leur permet 
de prendre n’importe quelle forme, ainsi qu’on le voit trés faci- 
lement en milieu liquide hypotonique. On observe dans certaines 
cultures des corps globuleux de 1 4 2 w; il suffit done d’un étire- 
ment relativement peu important de la cellule pour qu’elle puisse 
passer a travers les pores d’une membrane de collodion. 

Il apparait en définitive que les résultats fournis par la filtra- 
tion doivent faire lobjet de sérieuses réserves. 

Une autre question doit étre discutée ; on a pensé que la teneur 
élevée en acide désoxyribonucléique des formes naines était un 
argument en faveur de la viabilité de ces granules. Cette augmen- 
tation en ADN, suggérée par la cytochimie, n’est pas confirmée 
par des mesures plus précises. Kandler et coll. {4} ont étudié les 
variations du taux des acides nucléiques au cours de la transfor- 
mation L d’un Proteus par la pénicilline : le taux d’ADN aug- 
mente dans la culture au moment de la formation des corps globu- 
leux, mais cette augmentation, toute relative, ne correspond pas 
a une synthése accrue d’ADN, mais 4 une diminution de la teneur 
en protéines et en acide ribonucléique, dont les synthéses sont 
arrétées. Mandel et coll [9] ont étudié la souche L fixée de Pro- 
teus P 18. Par centrifugation, ils séparent quatre fractions : la 
fraction 4, correspondant aux éléments les plus petits, est filtrée 
sur bougie Chamberland L8 et fournit ainsi une fraction filtrable. 
Les acides nucléiques sont dosés et les résultats exprimés en micro- 
grammes de phosphore pour 100 mg de substance délipidée. Dans 
la culture L compléte, avant fractionnement, on obtient : ARN, 
1 459; ADN, 515 (rapport ARN/ADN, 2,83); dans la fraction 
filtrable : ARN, 285; ADN, 389 (rapport ARN/ADN, 0,73). La 
diminution de la valeur du rapport ARN/ADN dans la fraction 
filtrable ne signifie done pas qu’il y ait augmentation de la teneur 
en ADN. On constate au contraire une diminution de la quantité 
d’ADN, mais accompagnée d’une baisse encore plus importante 
de ARN. Dans ces conditions, nous ne pensons pas que la teneur 
en ADN des éléments filtrables puisse fournir un quelconque 
argument en faveur de Jeur viabilité. 

Quelques auteurs, cependant, ont soutenu la non-viabilité des 
granules, en particulier Kellenberger, Liebmeister et Bonifas {5} 
qui ne croient pas 4 la formation, dans le corps globuleux, de 
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formes naines viables et reproductibles. Selon eux, la reproduc- 
lion des formes L se fait par division ou bourgeonnement des 
corps globuleux, pouvant donner naissance a des éléments de 
taille variée. Les plus petits de ces corps globuleux, dont la struc- 
ture est la méme que celle des corps de plus grande taille, peuvent 
traverser les filtres en raison de leur plasticité. . 


ETUDE DE LA VIABILITE DES CORPUSCULES ELEMENTAIRES. 


Ul nous est apparu que l’isolement de ces formes naines au 
micromanipulateur est un moyen str d’étudier le développement 
de ces corpuscules, car cette technique permet de les séparer des 
formes globuleuses avec lesquelles elles coexistent dans les 
colonies L. Nous rapportons ici les expériences réalisées a partir 
de Visolement au micromanipulateur des corps globuleux d’une 
part, des granules d’autre part, avec les formes L réversibles de 
vibrion cholérique et avec les formes L fixées et réversibles de 
Proteus. En outre, nous avons étudié, avec les formes L fixées, 
la viabilité des éléments au fur et & mesure que les corps globu- 
leux éclatent et libérent des granules. 


1° Vibrion cholérique : formes L réversibles. 


Nous avons utilisé le vibrion cholérique Ogawa 144, de la col- 
lection de l'Institut Pasteur de Paris. Le milieu utilisé est celui de 
Lederberg [8] pour les sphéroplastes d’E. coli: bouillon de 
viande, SO,Mg (M/125), saccharose (0,3 M) et glucose (0,1 p. 100). 
La pénicilline a été ajoutée a raison de 5000 U par millilitre. La 
difficulté était de manipuler en milieu solide : aprés divers essais, 
nous avons utilisé ce milieu gélosé a 0,4 p. 100. Cette concen- 
tration en gélose permet la micromanipulation sans trop de diffi- 
cultés, tout en étant d’une consistance suffisante pour la formation 
des colonies L. 

On ensemence dans ce milieu une culture de vibrion cholérique 
de dix-huit heures. Aprés dix-huit heures d’incubation, les colo- 
nies L n’étant pas encore visibles 4 la loupe, on préléve une goutte 
qui est placée dans une chambre a huile de micromanipulateur. 
Chaque chambre a huile contient, outre cette goutte de culture, 
4 4 6 gouttes de milieu neuf de méme composition. La présence 
dans la goutte de culture de nombreuses formes  globuleuses 
de 5 a 10 w de diamétre, isolées ou groupées par 4 ou 5, permet 
de repiquer a la micropipette dans chaque goutte de milieu neuf 
une seule forme globuleuse. 

Les chambres a huile sont conservées a I’étuve dix jours. 
Lorsque les sphéroplastes se sont multiphiés, on retrouve tres 
facilement la colonie dans les goutles examinées au faible grossis- 
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sement, a partir du septic¢me jour. Quand il n’y a pas eu multi- 
plication, il arrive qu’on ne retrouve pas les sphéroplastes ense- 
mencés ; si on les retrouve, ils sont apparemment intacts au début, 
mais se lysent vers le huitiéme a dixiéme jour. 

Sur 228 sphéroplastes, 14 se sont multiphés : 8 donnant une 
colonie d’une cinquantaine d’éléments, 6 se sont divisés en ne 
donnant que 2 ou 3 éléments. Donc, dans cette expérience, 1 forme 
globuleuse sur 16 s’est divisée, mais 1 sur 28 a donné une colonie. 
Au cours de la formation de ces colonies, la division des corps 
globuleux se fait par bourgeonnement, puis séparation du bour- 
geon. Dans les premiéres heures qui suivent Ja division, les cel- 
lules filles sont plus petites que les cellules souches. Assez sou- 
vent, la cellule fille n’est pas viable : il ne s’agit peut-étre pas 
dans ce cas d’une division vraie, mais d’une excroissance cyto- 
plasmique comme on en voit se former lorsqu’un sphéroplaste est 
placé dans un milieu hypotonique. La multiplication est lente, 
tout au moins dans les conditions de cette expérience : en sept 
jours on obtient environ 50 cellules a partir d’un corps globu- 
leux, soit un peu moins d’un doublement par vingt-quatre heures. 

Aprés avoir isolé et repiqué des corps globuleux intacts, nous 
avons isolé et repiqué des éléments granulaires libérés par l’écla- 
tement des sphéroplastes. Ces granules peuvent étre obtenus spon- 
tanément dans les conditions de culture précédemment définies : 
ils apparaissent dans les cultures vers le huitiéme jour. Les gra- 
nules isolés au micromanipulateur sont repiqués en gouttes 
isolées. Ce n’est qu’exceptionnellement qu’on a pu prélever un 
seul granule, mais la plupart du temps plusieurs granules ont 
été aspirés dans la micropipette, l’essentiel étant de ne pas intro- 
duire avec eux des corps globuleux intacts. Cent granules ou amas 
de granules ayant été ainsi repiqués, aucune colonie n’a été 
obtenue, malgré un temps d’incubation de quinze jours. On peut 
également obtenir ces granules de facon plus artificielle, soit en 
faisant éclater un corps globuleux par expulsion brutale de la 
micropipette, soit en repiquant les sphéroplastes en milieu 
dépourvu de saccharose. Les granules ainsi obtenus n’ont jamais 
donné naissance a des colonies. 


2° « Proteus » : formes L réversibles. 


La méme méthode a été utilisée avec Jes colonies L_ réver- 
sibles obtenues a partir de la souche de Proteus P 18 (2). 
Le milieu utilisé ici est le milieu synthétique de Medill et 
O’Kane pour lequel Minck a  proposé plusieurs modifi- 
cations [44, 12]. Nous avons employé la formule B de Minck : 


(2) La souche fixée de Proteus P 18 a été obtenue a Strasbourg par le 
professeur Minck, qui nous l’a aimablement transmise. 
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mélange tampon (K,HPO, 0,9 p. 100, KH,PO, 0,1 p. 100), nico- 
tamide 0,1 p. 100, mélange de sels 0,2 p. 100 (mélange constitué 
par MgSO,, 7H,O 4 p. 100; NaCl 0,2 p. 100, Fe SO,, 7H,O 0,2 
p- 100, MnSO,, 4H,O 0,8 p. 100), glucose 1 p. 100, lactate de 
Na 2 p. 100, SO,(NH,), 0,1 p. 100, en présence de 2.000 U/ml de 
pénicilline. Les colonies L réversibles apparaissent vers les 
deuxiéme ou troisiéme jour et sont mises en suspension en milieu 
synthétique liquide ; les corps globuleux sont distribués au micro- 
manipulateur dans des gouttes de milieu identique, mais gélosé 
a 0,4 p. 100, pénicilliné ; la technique est analogue a celle de 
lexpérience précédente avec le vibrion cholérique. 200 corps glo- 
buleux ont été ensemencés. Les résultats, aprés huit jours d’obser- 
vation, montrent que Je taux de viabilité est voisin du précé- 
dent : 1 forme globuleuse sur 24 donne naissance a une colonie. 
La multiplication est assez rapide : une colonie de 50 éléments 
se forme en quarante-huit heures, soit un peu moins d’un double- 
ment toutes les huit heures. Comme dans l’expérience précédente, 
le repiquage de 100 granules, ou amas de granules, prélevés sur 
une culture de 8 jours, ne donne aucune colonie. 


a « Proteus = formes L firées: 


La souche L stable provenant de Proteus P 18 est repiquée sur 
le méme milieu synthétique que précédemment, additionné 
de 20 p. 100 de sérum de cheval et gélosé a 1 p. 100. Les colonies 
sont mises en suspension en milieu synthétique liquide et chaque 
corps globuleux est repiqué séparément au micromanipulateur 
dans une goutte de milieu synthétique gélosé a 0,4 p. 100. Dans 
les colonies L fixées, les corps globuleux sont souvent de taille 
trés variable : nous avons prélevé 4 la micropipette des éléments 
de dimension moyenne, de 5 a 6 » de diamétre environ. Le ren- 
dement obtenu dans cette expérience est trés netlement supérieur 
3 tout ce qui a été obtenu jusqu’ici : 48 formes globuleuses sur 100 
se multiplient et donnent des colonies. La vitesse de multiplication 
est la méme que pour les formes L réversibles de Proteus. 

Le repiquage au micromanipulateur des granules libres, parti- 
culiérement nombreux dans Jes colonies dgées de dix jours, ne 
donne pas de culture ; 100 essais ont été effectués. I] faut sou- 
ligner que ce n’est qu’avec beaucoup de difficulté qu’on peut pré- 
lever avec certitude des éléments granulaires seuls. L’ensemble 
des éléments de la colonie est noyé dans une substance amorphe 
qui rend trés difficile leur séparation. En outre, les formes glo- 
buleuses petites, de ]’ordre de 1 4 2 p de diamétre, sont nom- 
breuses dans les colonies et risquent d’étre prélevées en méme 
temps que les granules issus de l’éclatement des corps globu- 
leux. 
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4° Viabilité des granules au cours de l’éclatement 
des corps globuleuz. 


Nous avons complété l’expérience précédente par la mesure 
du compte viable des formes stables, lorsque les corps globuleux 
éclatent et libérent des granules. 


Il est possible de réaliser une expérience de ce genre en 
soumettant une suspension de formes L 4 un choe osmotique, par 
exemple en diluant la suspension dans dix fois son volume d’ean 
distillée. On obtient alors un éclatement rapide des formes 
globuleuses, et le compte viable diminue brutalement en méme 
temps que la densité optique. C’est en particulier le sens de 
l’expérience de Hurvitz, Reiner et Landau [8] qui ont utilisé les 
sphéroplastes de E. coli obtenus par action de la pénicilline. En 
diluant dix fois une suspension de tels sphéroplastes en eau dis- 
tillée, ils obtiennent en trente minutes une chute brutale du 
compte viable qui devient nul en quarante minutes. Le but de 
Vexpérience que nous rapportons ici n’est pas de réaliser ce choc 
osmotique important, mais d’obtenir des conditions d’hypotonie 
du milieu telles que le processus d’éclatement des formes globu- 
leuses et de libération des granules soit accéléré et généralisé a 
toutes les cellules de la suspension, celles-ci ne se multiplant 
plus. Ce résultat est atteint en diluant une partie de suspension 
cellulaire dans deux parties d’eau distillée. 


Des colonies L stables de Proteus P 18, cultivées sur milieu syn- 
thétique B gélosé sont recueillies, lavées et mises en suspension en 
milieu identique liquide. La suspension est ensuite diluée dans 
deux fois son volume d’eau distillée. Immédiatement aprés, la 
densité optique est mesurée et on effectue des étalement sur 
boites de Petri pour compter le nombre de formes L viables. Ces 
opérations sont refaites & intervalles réguliers. L’examen micro- 
scopique effectué en méme temps montre que les formes globu- 
leuses, sensibles 4 la diminution de pression osmotique, éclatent 
et libérent des granules dans le milieu. Nous reproduisons ici 
Jes courbes de survie 4 37° et A 18°. Elles montrent qu’a mesure 
qu’intervient la lyse, c’est-a-dire que diminue le nombre de formes 
globuleuses et qu’augmente le nombre de granules, le compte 
viable diminue. Le phénoméne est un peu plus rapide a 37° 
qu’a 18°. La courbe des densités optiques a la méme allure que 
la courbe de survie. Ces courbes mériteraient par ailleurs d’étre 
analysées de facon plus précise : elles montrent vers la quator- 
ziéme heure un net ralentissement de la vitesse de lyse, et ensuite 
la persistance d’un certain nombre de formes globuleuses qui ont 
résisté au choc osmotique (2, 6 p. 100 dans l’expérience rapportée 
ici). On peut envisager ]’intervention de deux ordres de faits, 
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indépendants ou non l'un de l'autre : existence de formes elo- 
buleuses résistantes au choc osmotique du fait de la constitution 
de leur paroi, d’autre part augmentation de la pression osmo- 
tique du milieu par libération des substances issues des cellules 
lysées. De nouvelles expériences pourraient préciser ultérieure- 
ment ces points. Mais d’ores et déja ceci montre de facon évi- 
dente que l’éclatement des corps globuleux aboutit a la mort de 
Ja cellule et non a sa multiplication. 
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Fic. 1. — Survie des formes L fixées de Proteus en milieu hypotonique. 
CONCLUSIONS. 


Nous avons montré que les granules, isolés de corps globu- 
leux, ne donnent pas naissance a des colonies L. Un simple cal- 
cul prouve que la lbération de plusieurs granules par éclate- 
ment d’une forme géante n’est pas indispensable pour assurer 
la multiplication des éléments L. En effet, le repiquage des 
colonies en boites de Petri, par les méthodes habituelles montre 
qu’une colonie de 10° a 10* éléments donne naissance A 10 A 
50 colonies, c’est-a-dire que les taux de viabilité des cellules 
constituant la colonie varient de 1 pour 20 a 1 pour 1000. Les 
taux de viabilité, calculés d’aprés les résultats obtenus par micro- 
manipulation, sont done dans ces limites ou méme_ supérieurs 
(en particulier dans le cas des formes fixées) au rendement moyen 
obtenu par repiquage. 

Ce rendement meilleur s’explique par l’extréme fragilité des 
sphéroplastes qui sont lésés au cours des repiquages. Cette fragi- 
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lité a élé constatée dans le travail au micromanipulateur, mais les 
sphéroplastes qui éclataient au cours des manipulations étaient 
rejetés, ce qui explique le meilleur rendement obtenu. Nous 
apportons ici la réponse & une question posée par Lederberg et 
Saint-Clair [8] le taux faible de viabilité estal da a la vitalité 
propre des éléments de la colonie ou au dommage qu’ils subissent 
lors des repiquages ? Nos résultats montrent que les deux facteurs 
sont en cause, mais que la souche stable a un taux de viabilité 
bien supérieur a celui de la forme non fixée. 

De toute facon, la seule division des sphéroplastes suffit a 
rendre compte de la multiplication des formes L, sans qu’il faille 
supposer la multiplication par libération de nombreux granules. 

Nous avons mis en évidence des différences dans le comporte- 
ment des formes stables et des formes réversibles. Du point de 
vue taux de viabilité, on peut dire que la souche fixée, ou une 
cellule sur deux est apte a se diviser, se comporte sensiblement 
comme une bactérie normale, placée dans des conditions qui con- 
viennent & sa croissance. La souche non fixée, ot 1 bactérie sur 24 
se divise, se comporte comme une culture déséquilibrée, ot 
les processus normaux de multiplication sont inhibés par la péni- 
cilline. Il n’entre pas dans nos intentions, dans le cadre de cet 
article, de discuter des rapports existant entre les formes réver- 
sibles et les formes stables, nous bornant ici A enregistrer ce 
comportement différent. 

Nous pensons que ces expériences permettent de conclure net- 
tement a l’absence d’un cycle L qui passerait par une forme gra- 
nulaire viable. Il est impossible d’obtenir une culture a partir 
de formes naines provenant de colonies L fixées ou de colonies L 
réversibles. Les corps globuleux, ou sphéroplastes, se multiplient 
par simple division. Lorsqu’ils éclatent, en libérant des granules, 
ils se détruisent en tant que cellule organisée et viable. Ceci ne 
signifie d’ailleurs pas que l’étude de ces granules ne présente 
aucun intérét. I] est possible qu’ils proviennent non pas de 
matériel nucléaire, mais de la membrane cytoplasmique, ainsi que 
le suggérent les observations de granules analogues faites sur les 
protoplastes (voir entre autres Mitchell [43}). Dans cette perspec- 
tive, étude de leurs propriétés enzymatiques, telle qu’elle a été 
commencée par Mandel et coll. [40] peut étre fructueuse. 


R&ésuME. 


On a formulé l’hypothése selon laquelle les bactéries, sous leur 
forme L, passent par un stade de formes naines, ou corpus- 
cules élémentaires, viables. Cette hypothése est essentiellement 
basée sur des expériences de filtration, dont les résultats sont dis- 
cutables en raison de la plasticité des corps globuleux, dépourvus 
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de paroi fonctionnelle. L’isolement au micromanipulateur est un 
moyen plus sur d’étudier le développement de ces corpuscules élé- 
mentaires, 

Les expériences rapportées ici concernent la multiplication des 
formes L réversibles de vibrion cholérique Ogawa et les formes L 
réversibles et fixées de Proteus P18. Les corps globuleux (ou 
sphéroplastes) ont été repiqués séparément au micromanipulateur : 
avec le vibrion, 1 sur 28 donne une colonie, avec les formes 
réversibles de Proteus, 1 sur 24 donne une colonie, et avec la 
forme stable, 1 sur 2 est viable. Ce rendement est meilleur que par 
repiquage des colonies par les méthodes habituelles, au cours 
desquelles beaucoup de corps globuleux fragiles sont détruits. 
La libération de plusieurs granules par éclatement d’une forme 
globuleuse n’est done pas indispensable pour rendre compte de 
la multiplication, au cours de la formation des colonies L. Le 
repiquage au micromanipulateur des granules libérés par Jes 
corps globuleux n’a jamais donné lieu 4 un développement de 
colonies L, Les sphéroplastes se divisent par bourgeonnement ; 
la division est lente. Lorsque les corps globuleux éclatent en 
milieu hypotonique et libérent des granules, la courbe de survie 
montre que le compte viable diminue au fur et & mesure de la lyse 
des corps globuleux. 

On peut donc conclure 4 labsence d’un cycle L passant par une 
forme granulaire viable ; 4 partir des formes naines, provenant de 
colonies L fixées ou de colonies L réversibles, il est impossible 
d’obtenir des cultures ; la multiplication L est assurée par simple 
division des corps globuleux. 


SUMMARY 


THE MULTIPLICATION oF L FORMS. 


The hypothesis has been set forth that L forms show a stage 
of viable dwarf forms, or elementary bodies. This hypothesis 
is only based on filtration experiments, the results of which are 
questionable, because of the plasticity of the large bodies, which 
are deprived of cell-walls. The isolation by means of a micro- 
manipulator is a more accurate method to study the development 
of these elementary bodies. 

The present paper studies the multiplication of reversible ‘L 
forms of Vibrio cholerae Ogawa, and reversible and fixed L 
forms of Proteus P18. The large bodies (spheroplasts) have 
been subcultured by means of the micromanipulator. With 
V. cholere one large body out of 28 yields a colony, with the 
reversible L forms of Proteus, 1 out of 24 yields a colony, and 
with the stable forms of Proteus, 1 out ou 2 is viable. The 
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release of several granules due to the bursting of a large body 
is therefore not necessary for the multiplication in the course of L 
colonies formation. The subculture by means of a micromani- 
pulator of the granules released by a large body never yielded 
any L colony. Spheroplasts multiply by budding, the division 
is slow. When large bodies burst in an hypotonic medium and 
release granules, the survival curve shows that the number of 
viable elements decreases as large bodies undergo lysis. 

It appears therefore that the L cycle does not include viable 
granular forms. It is impossible to obtain cultures from dwarf 
forms. The multiplication of L forms takes place exclusively by 
division of the large bodies. 
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COMMUNICATIONS 


EFFET INDUCTEUR DE L’EAU OXYGENEE 
SUR LA PRODUCTION DE PHAGE 
PAR LA SOUCHE LYSOGENE ESCHERICHIA COLI KI 2 ()) 


par M. FAGUET. 


Unstitut Pasteur, Service des Bactériophages) 


Lwoff et ses collaborateurs ont montré que la production de bactério- 
phages peut étre induite dans l’ensemble d’une population de bactéries 
lysogénes [1]. Différents moyens peuvent étre mis en ceuvre : des 
radiations, telles que rayons ultra-violets [41], rayons X [2], etc., et 
différentes substances chimiques connues pour leur caractére mutagéne 
ou cancérigéne. 

Dans ce travail, nous avons étudié Vinfluence de H2O2 sur la produc- 
tion du phage 4 par H. coli K12 (,) (1) dont le caractére lysogéne a été 
mis en évidence par Lederberg [3]. L’influence de ce corps, ainsi que 
celle de certains peroxydes organiques a fait l’objet de divers tra- 


vaux [4, 5]. 


Tecuniour. — Les cultures ont été réalisées dans les cuves de notre micro- 
biophotométre électronique [6] qui enregistre automatiquement la courbe 
de croissance de chacune d’entre elles. Chacune de ces six cuves peut 
contenir 20 cm3 de milieu de culture dont l’agitation est réalisée par un 


(1) Nous avons utilisé deux souches d’E. coli K12 (A) et @E. coli K12 (S). 
Les premiéres ont été fournies par M. Hamon et les secondes provenaient 
de la collection de ]’Institut Pasteur. 
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systeme électromagnétique (2). La température est maintenue constante par 
un thermométre régulateur 4 37° C. 


MILIEUX DE CULTURE. — Les souches étaient conservées sur peptone gélosée 
et les milieux liquides étaient constitués par de l'eau peptonée, glucosée 
a 3 p. 100. 

a) L’eau peptonée utilisée contenait 30 g par litre de peptone UCLAF et 
6 g de NaCl. Le pH était ajusté & 7,6 avec de la soude. Le milieu était 
précipité a Pautoclave A 120°, filtré, puis stérilisé 4 115°. 


6 
1 2 3 4, heures 


Fic. 1. — Courbe de croissance d’E. coli K12 (A), enregistrée automatiquement par 
je microbiophotométre électronique. A l’origine, 108 germes par cm3, provenant 
d’une culture de cing heures en eau peptonée glucosée. Les chiffres exprimant le 
nombre de germes sont 4 + 10 p. 100 prés. Les réponses de l’appareil sont en 
millivolts. Nous avons donné, d’autre part [6], le principe de l’étalonnage du 
microbiophotométre en nombre de microbes. La cuve 1 contient la culture témoin ; 
les cuves 3, 4, 5 et 5 coniiennent H2O2 aux doses respectives suivantes : M/3 000, 
M/2 000, M/1000 et M/600. Ces additions ont été faites au début de l’expérience. 


b) Le milieu solide utilisé pour l’entretien des souches contenait en outre 
2,5 p. 100 de gélose. 

c) eau oxygénée que nous avons employée était A 10 volumes. Les 
dilutions au 1/20 ont été faites en eau distillée. 


BacreRtopHaces. — Les phages ont été titrés, aprés filtration sur bougie L3, 
par la méthode de numération des plages, sur gélose peptonée a 1,7 p. 100 
aprés dilutions convenables. 


(2) Le microbiophotométre enregistreur électronique est construit par 
la Société MECI. 
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R&ésuttats. — Nous avons étudié l’action de H2O2 sur la production 
du phage } par E. coli K12 (,) dans plusieurs séries dans lesquelles 
nous nous sommes placé dans des conditions différentes : 

1° Etude de l’action de H2O02 ajouté aux cultures dés le début de 
Vexpérience (fig. 1). 

2° Etude de l’action de H2Oz ajouté a différents moments de la phase 
exponentielle de croissance. 

L’addition de H202 & doses croissantes dans différentes cultures 
d’E. coli K12 (,) détermine & faible concentration (M/2 000), une lyse 
partielle de la culture, en méme temps que le nombre de particules 
de phages est augmenté (4.4 x 108/cm’) par rapport a la culture 
témoin (104/cm%). 

L’étude de H202 & dose constante (M/2 000), introduit a différents 


Mv. 
0,1 


1, 2) 3, 4, 5 heures 


Fic. 2. — Courbes de croissance d’£. coli K12 (A). La cuve 1 contient la culture 

témoin. Les cuves 2 et 3 contiennent H20g (M/2500) ; les cuves 4 et 5 contiennent 

H202 (M/2 000). Dans 2 et 3, H,O, a été introduit au début de l’expérience, 
dans 4 et 5, aprés environ une division. 


moments de la phase exponentielle de croissance nous a montré que 
la lyse et la production de phage varient suivant le moment d’intro- 
duction (fig. 2, 3 et 4). 

Pour l’expérience correspondant A la figure 3, nous avons les résul- 
tats suivants (tableau I). 

Pour l’expérience correspondant & la figure 4, nous avons les résul- 
tats résumés dans le tableau II. 

Dans l’ensemble, nous avons obtenu une reproductibilité relativement 
bonne des expériences qui ont porté sur un assez grand nombre 
d’essais. Nous avons utilisé une dizaine de lots d’eau peptonée préparés 
3 des moments différents, mais avec la méme peptone (UCLAF). Cer- 
taines rares expériences nous ont donné quelques résultats aberrants. 
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1, 2 3 4,heures | 


Fie. 3. — Courbes de croissance dE, coli K12 (X). La concentration en HO, est 

uniformément de M/2 000. Le nombre approximatif de germes contenu dans chaque 

cuve I, 2, 3, 4, 5, au moment de l’addition était respectivement de 1,5 x 108/cm3, 

2 108/cm3, 4x 108/cm? et 5x 108/cm3. Images de lyses partielles sur les courbes 3, 

4 et 5, Aucune image de lyses partielles sur la courbe 1 (H,O, ajouté au début 
de l’expérience). 


Fic. 4. — Expérience semblable 4 celle représentée sur la figure précédente. Le 
nombre de germes au moment de l’addition de HO» différe seulement. Les nombres 
varient de 3,7 x 108/cm3 & 7,2 x 108/cm3. 
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Tasieau I. 


Nombre de germes 
au moment de 1'addition 


ek H,°, M/2000 


Nombre de corpuscules 
de phage A par cm3 


1,5x 10°/em3 
2x 10°/em3 
Sex 10°/om3 
ih 108/cm3 
5 x 10°/cm3 


ulture témoin sans #0, 


TaBLeau II. 


Nombre de germes Nombre de corpuscules 
au moment de l'addition de phage A par cm3 


de ae M/2000 


3,7 x 10°/em3 
ILA GS 10°/om3 
5,5 x 10°/cm3 
7,2 x 10°/cm3 


Résumtz. — La production du phage } par les souches de ZL. coli 
K12 (1) que nous avons utilisées est tres augmentée en présence de H202 
a la concentration de M/2 000 environ. 


SUMMARY 


InpucING EFFECT OF H2zO02 ON PHAGE PRODUCTION 
By Escherichia coli K12 (}). 


The production of phage by the EL. coli K12 (4) strains used in the 
experiments is markedly increased in presence of H,O, at a concentra- 
tion of about M/2 000. 
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DE L‘INFLUENCE DU CHLOROFORME 
SUR LE RENDEMENT D’ESCHERICHIA COLI B 
EN PHAGES T-PAIRS 


par H. A. ROSENTHAL et E. EDLINGER. 


(Institut de Virologie de VUniversité Humboldt, Berlin) 


Si on prépare un lysat du phage T2 selon la méthode décrite par 
Fredericq (1950), on observe une augmentation de son titre aprés addi- 
tion de chloroforme. 

Nous nous sommes demandé si ce phénoméne pouvait étre relié a la 
réactivation décrite par Sagik (1950), des phages inhibés aprés la lyse. 
Cette inhibition est spécifique pour le phage T2, réversible par appau- 
vrissement en ions du milieu, et n’est observée que dans les lysats 
de cultures massives, car elle nécessite la présence, 4 des concentrations 
élevées, du facleur inhibiteur provenant de débris cellulaires [Cann 
et Clark (1954) ]. 

Il était donc nécessaire de rechercher si cette augmentation du titre 
phagique par addition de chloroforme pouvait aussi étre mise en évi- 
dence avec d’autres phages du systéme T, et si elle ne disparaissait pas 
dans les expériences de rendement individuel (single burst). 


MATERIEL ET METHODES. — La souche E. coli B et les phages T ont été mis 
a notre disposition par les Dts Opara et Kubinski, de Varsovie, auxquels 
nous adressons nos remerciements. 

Le milieu utilisé était constitué par 8 g de poudre « Nutrient Broth Difco », 
1,82 g KH,PO,, 8,3 ¢ Na,HPO, et 2 g de glucose dans 1 litre d’eau distillée, 
apes: 

Pour les titrages des phages T-pairs, nous avons ajouté A ce milieu 
1,5 p. 100 de gélose, et pour ceux des phages T-impairs 2 p. 100 de gélose. 

Les lysats phagiques, les sérums antiphages, les titrages des phages et 
la détermination du rendement individuel moyen (single burst) ont été 
effectués selon les méthodes publiées par Adams (1950). 

Les techniques d’utilisation des anses calibrées au lieu des pipettes 
(Takatsy), des plaques de plexiglass au lieu de boites de Petri (Horvath et 
Alfoldi) etc., ont été déerites par Kozinski et coll. (1956). 

Pour Ja numération des plages bactériophagiques et des colonies bacté- 
riennes, nous avons utilisé un compteur électrique : une électrode est fixée 
dans la gélose et avec l’autre électrode on pique la plaque ou colonie, ce 
qui provoque une impulsion qui est transmise, par un relais trés sensible, 
& un mécanisme enregistreur. 

A des lysats frais, quelques gouttes de chloroforme ont été ajoutées et 
le litrage ne se faisait qu’aprés une forte agitation et une incubation de 
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quinze minutes au bain-marie a 37°C. Le témoin ne contenait pas de 
chloroforme. 

Dans des expériences de rendement individuel moyen, la suspension des 
bactéries infectées était, aprés neutralisation des phages libres par lanti- 
sérum approprié, diluée de telle fagon que 200 ml du milieu ne contenaient 
qu’environ 100 cellules, et était distribuée, A raison de 1 ml, dans 140 tubes. 
Ceux-ci étaient maintenus cent vingt minutes A 37° C. Ensuite, 70 tubes ont 
recu chacun 2 goutles (env. 0,05 ml) de chloroforme et, aprés agitation, ils 
ont été de nouveau incubés 4 37° C pendant quinze minutes. Le chloroforme, 
tres peu soluble dans la phase aqueuse, s’accumule au fond du tube. On 
préléve avec précaution 0,5 ml de la phase aqueuse qu’on titre ensuite, 
comme les 70 tubes servant de témoins, selon les méthodes habituelles. 
Mais le nombre des plages obtenu doit étre multiplié par deux. 


EXPERIENCES ET RESULTATS. — 1° Action du chloroforme sur les lysats 
de cultures massives de T2, T4 et T6. 


Tasteau I. — Action du chloroforme sur les lysats de masse 
de T2, T4 et T6. 


T2 sans CHCLs | 1,87 x 10° oe 
T2 avec CHCL; 188 
T4 sans CHCL3| 1,04x 109 
T4 avec CHCL3| 1,39x 10° 134 
T6 avec CHELs Ly2,17 x 10° 
Dans le tableau I sont réunis les exemples de nombreuses expériences 


qui donnérent toujours des résultats semblables. Pour tous les trois 
phages T-pairs, on note une augmentation du titre, mais elle est plus 


Tasceau Il. — Résultats des expériences de rendement individuel 
(single burst) avec les phages T2, etc. 


Sans CHCL; Avec CHCL3; 


Nombre | Nombre|Rendement|Nombre|Rendement} Augmen- 
Phage! dexpé- | decel- | (burst |decel- | (burst 


lules size ) lules size) 
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élevée pour les phages T2 et T6 et plus faible pour les lysats du 
phage T4. 


2° Action du chloroforme sur le rendement (burst size) des phages 
2 Le Ome ane Cap ie 

Dans le tableau II sont réunis les résultats de plusieurs expériences 
de rendement individuel moyen des bactéries isolées, infectées (single 
burst) avec les phages T-pairs et les phages T1 et T5. 

Les rendements des phages T2 et T6 sont plus que doublés, ceux 
du phage T4 sont aussi en nette augmentation aprés addition du chloro- 
forme, tandis que l’influence de cette substance sur les rendements 
des phages Tl et T5 est nulle pour le premier et n’est pas significative 
pour le second. 


Discussion. — L’addition de chloroforme augmente le titre dans les 
lysats des phages T2, T4 et T6, méme s’il s’agit de lysats d’une seule 
cellule bactérienne. Ces faits interdisent déja d’interpréter ce phéno- 
méne comme une réactivation des phages inhibés dans le lysat de 
masse. En effet, l’inactivation décrite par Sagik, concerne 99 4a 
99,9 p. 100 des phages, tandis que le chloroforme ne fait que doubler 
le titre du phage. De plus, au cours d’expériences qui seront publiées 
ailleurs [Rosenthal et Edlinger (1960) ], nous avons trouvé que le chloro- 
forme n’a pas d’action sur les lysats réactivés selon le procédé de 
Sagik. L’inhibition des phages dans des lysats de masse est le résultat 
de Ja fixation des phages déja libérés par la lyse sur des débris cellu- 
laires. 

Les expériences du rendement individuel moyen (single burst) 
excluent une telle fixation, car les concentrations des éléments de 
réaction sont trop faibles. 

L’inactivation, qui est réversible par le chloroforme, pourrait se 
produire 4 lintérieur des cellules infectées, pendant ou immédiate- 
ment aprés l’apparition des phages ou pendant la lyse, par fixation 
des substances bactériennes, sensibles au chloroforme, sur les récep- 
teurs de phages. Nos expériences ne permettent pas encore une conclu- 
sion sur le moment ot: se produit cette inactivation influencable par 
le chloroforme. 

L’action plus faible du chloroforme sur le phage T4 par rapport 
a celle qu’on observe avec les phages apparentés T2 et T6, peut étre 
mise en paralléle avec les différences de structure et de constitution 
chimique entre les récepteurs de la paroi cellulaire d’E. coli B 
pour T4 et ceux pour T2 et T6 [Weidel (1955) ]. 

D’autre part, on a constaté que les trois phages T-pairs peuvent étre 
activés par addition de chloroforme, tandis que les deux phages étudiés 
de la série impaire, Tl et T5, ne possédent pas cette propriété. 


ConcLusIoNS ET RESUME. — L’addition de chloroforme, soit A des lysats 
de masse, soit 4 des lysats de bactéries isolées, infectées avec les phages 
T-pairs, est suivie d’une augmentation réelle du rendement en phages 
actifs. Il ne semble pas qu’il s’agisse d’une activation des phages 
inhibés dans un lysat de masse. Les phages Tl et T5 ne montrent pas 
ce phénoméne. Les mécanismes d’action possibles sont discutés. 
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SUMMARY 


INFLUENCE OF CHLOROFORM ON BURST SIZE OF EVEN T PHAGES By E. coli B. 


The addition of chloroform to lysates of mass cultures or to lysates 
of single bacteria infected with the even T phages is followed by an 
actual increase of the burst size of active phages. 

This increase does not seem to be due to an activation of phages 
which would be inhibited in a mass lysate. 

This phenomenon is not observed with Tl and T5 phages. The 
possible mechanisms of this action are discussed. 
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POUVOIR PATHOGENE EXPERIMENTAL 
ET ACTIVITE CATALASIQUE DES SHIGELLA 


par Szymona SZTURM-RUBINSTEN. 


(C.N.R.S. et Institut Pasteur, Service de Microbie générale) 


Huddleson [41] trouve que Ja virulence des Brucella est en rapport 
direct avec leur activité catalasique. Cette activité est déterminée par 
Ja mesure de la capacité de décomposer une quantité d’eau oxygénée 
dans certaines conditions durant une période de temps donnée. Brucella 
suis, selon l’auteur, a une catalase plus active que les deux autres 
espéces, elle est plus pathogéne pour l’animal et l’homme. 

L’Organisation des Nations Unies pour l’Alimentation et 1l’Agricul- 
ture a publié un opuscule sur l’infection a Vibrio faetus chez les 
bovins [2]. La mesure quantitative de la catalase selon la méthode de 
Blom et coll. [8] modifiée permet de diviser les Vibrio fetus en deux 
eroupes. Le premier, avec un indice de catalase de 30 ou plus, com- 
prend les souches les plus virulentes. 

Kreis [4], dams son article sur les modifications enzymatiques des 
bacilles tuberculeux isoniazido-résistants, souligne que le réle de la 
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catalase dans l’appréciation du pouvoir pathogéne des souches résis- 
tantes a 6té fortement discuté. On ne peut pas affirmer que le pouvoir 
pathogéne soit d’autant plus grand que le taux de catalase est plus 
élevé. Les Mycobactéries saprophytes, par exemple, sont riches en 
catalase. Kreis écrit qu’il faut un minimum de catalase 4 un bacille 
aérobie pour pouvoir survivre et se multiplier dans les tissus. L’apanage 
des souches munies de catalase est le pouvoir de proliférer indéfiniment. 
La catalase intervient dans le pouvoir pathogéne, dans la mesure ou 
celui-ci dépend de la multiplication du germe. 

Nous nous sommes demandé s’il y avait un rapport entre le pouvoir 
pathogéne expérimental des Shigella et leur capacité plus ou moins 
marquée a produire la catalase. 

Wilson et Milles [5], dans 1’édition de 1955 de Topley et Wilson, 
Principles of bacteriology and immunity, propose un schéma de classi- 
fication des bacilles dysentériques. 

Les Shigella du groupe A (mannite négatif) sont divisées selon leur 
production de catalase. D’une part se trouve Sh. dysenteriae 1 catalase- 
négative, d’autre part, toutes les autres Shigella dysenteriae catalase- 
positives. 

Sh. dysenteriae 1, le bacille de Shiga, est généralement considéré 
comme un germe dépourvu de catalase. 

Carpenter et coll. [6], dans un travail récent, trouvent Sh. dysen- 
teriae 2 catalase-positive, les autres germes des groupes de Sachs et 
de Boyd catalase-variable. Sur 500 Shigella flexneri, 476 ont été catalase- 
positives ; sur les 24 souches catalase négatives, 19 étaient des Sh. 
flexneri 4. 


RECHERCHES PERSONNELLES. — Nous avons recherché la catalase par 
plusieurs techniques. 


1° A la surface d’une culture sur gélose inclinée de vingt-quatre 
heures on met 1 ml d’eau oxygénée 4 3 p. 100. La gélose est gardée 
en position presque horizontale. La réaction est positive quand des 
bulles de gaz se dégagent en trente 4 soixante secondes. Elle est néga- 
tive quand il n’y a pas de production de gaz. 

2° La deuxiéme technique, plus simple et qui fournit des résultats 
aussi nets, consiste 4 mettre deux gouttes d’eau oxygénée A 3 p. 100 
sur une lame pour agglutination. Une anse de culture sur gélose de 
vingt-quatre heures y est suspendue. Dans les cas ot la catalase est 
positive un trés fort dégagement de gaz se produit immédiatement ; 
on peut méme apprécier l’importance du dégagement. 

3° La troisiéme technique permet de mesurer quantitativement la 
production de catalase. Nous avons utilisé la variante de la technique 
de Blom et coll. [3] préconisée pour Vibrio foetus [2]. 

La densité des cultures en bouillon de vingt-quatre heures a été 
mesurée avec un €lectrocolorimétre, afin d’étre str qu’elle ne varie 
pas beaucoup d’une souche a l’autre. Aprés avoir noté la quantité 
de culture, on ajoute une quantité égale d’eau oxygénée a 3 p. 100. 
On remplace le bouchon de coton par un bouchon en caoutchouc 
perforé muni d’une pipette effilée. Le tube est immédiatement ren- 
versé et on marque avec un crayon gras le niveau du liquide. On 
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mélange énergiquement le contenu du tube en le renversant plusieurs 
fois et on le place en le retournant dans un support au-dessus de 
l’évier du laboratoire. Au bout de dix, trente, soixante minutes on 
mesure la hauteur de liquide déplacé par le gaz et celui-ci est pris 
comme indice de catalase. Nous avons fait des mesures A des périodes 
plus tardives (jusqu’a six heures aprés le début de l’épreuve), mais 
a partir de trente minutes les différences entre les résultats sont 
insignifiantes. 

Aprés une recherche préléminaire de catalase sur lame, nous avons 
inoculé dans l’ceil du cobaye toutes Jes Shigella catalase-négatives ou 
presque. Dans la majorité des cas elles provoquaient une kérato- 
conjonctivite ; toutefois, par comparaison avec les souches catalase- 
positives, la réaction se manifestait plus lentement. En vingt-quatre 
heures, l’aspect de l’ceil n’était pas modifié ou présentait seulement 
un léger larmoiement. 

Etant donné que beaucoup de souches de Sh. dysenteriae 1, qui est 
catalase-négative, provoquent une kératoconjonctivite expérimentale, et 
que, d’autre part, nous avons remarqué que Sh. sonnei en phase II 
non pathogéne, n’est pas dépourvue de catalase, nous avons cherché a 
déterminer la différence quantitative d’activité catalasique des diverses 
Shigella. 

Peut-étre un certain indice de catalase doit-il ¢tre atteint pour que 
le pouvoir pathogéne soit appréciable. 

Nous avons procédé 4 une mesure quantitative de catalase pour un 
certain nombre de souches de Sh. dysenteriae, Sh. flexneri, Sh. boydii 
et Sh. sonnei. Pour cette derniére, nous l’avons mesuré séparément 
pour des cultures en phase J et en phase II. La hauteur du liquide 
chassé a été marquée dix, quarante, soixante, quatre-vingt-dix minutes 
aprés le contact des cultures avec l’eau oxygénée. Avec ces données, 
nous avons pu tracer des courbes en marquant en abscisse le temps 
et en ordonnée la hauteur du liquide chassé. 

Nous avons ainsi vu que les Sh. dysenteriae présentent en général 
une faible activité catalasique. Les Sh. boydii ne semblent pas étre 
trés riches en catalase. Les Sh. flexneri sont catalase fortement posi- 
tives ainsi que les Sh. sonnei en phase I. Nous avons remarqué qu’en 
effet certaines Sh. fleaneri 4 sont trés faiblement catalase-positives 
comme l’avaient observé Carpenter et coll. [6]. 

Les Sh. sonnei en phase II sont moins riches en catalase que celles 
en phase I, comme les courbes le montrent d’une facon indiscutable. 
Exceptionnellement, nous avons eu une souche en phase II (T. 1129) 
catalase fortement positive. Les deux cobayes inoculés avec cette souche 
n’ont pas présenté de kératoconjonctivite. 

Nous avons établi des courbes pour une dizaine de souches de chaque 
sérotype, en prenant la moyenne (voir fig. 1). 

Ces courbes illustrent l’activité catalasique des diverses Shigella. 

Comme la plupart des germes aérobies les Shigella ont une catalase, 
mais en quantité qui varie d’un sérotype A l’autre. 

La courbe de Shigella dysenteriae est trés plate. Pour certaines 
Sh. flexneri 4 elle l’est presque autant. Si l’on ne peut pas trouver de 
rapport direct entre la catalase et le pouvoir pathogéne expérimental 
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pour la conjonctive du cobaye, Ja réaction est plus précoce et plus 
forte avec les souches catalase fortement positives. 

Nous avons aussi remarqué que certains types de Shigella doivent, 
pour étre conservés en culture, étre repiqués plus fréquemment que 
d’autres. Sh. dysenteriae 1, ainsi que les autres germes du groupe 
dysenteriae, demandent 4 étre repiqués plus souvent que les Sh. flex- 
neri, et Sh. sonnei en phase II plus souvent que Sh. sonnei en phase Te 

Il apparait donc que les souches ayant une catalase abondante ont 
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Fic. 1. — Indices catalasiques en fonction du temps. Courbe 1: Sh. sonnei, phase I. 


Courbe 2: Sh. flexneri. Courbe 3: Sh. sonnei, phase II. Courbe 4: Sh. boydii. 
Courbe 5 : Sh. flexneri 4 (certaines souches). Courbe 6 : Sh. dysenteriae. 


en méme temps une vitalité beaucoup plus durable que les germes 
a faible activité catalasique. 


Résumé. — Apres recherche sur lame de la présence de catalase, 
des mesures quantitatives ont été effectuées pour diverses Shigella. 
Il en résulte que l’activité catalasique varie d’un sérotype 4 l’autre. 

On n’observe pas de rapport direct entre cette activité et le pouvoir 
pathogéne expérimental pour l’ceil du cobaye. Toutefois, la réaction 
oculaire est plus précoce et plus forte avec des souches catalase forte- 
ment positives. La nécessité plus ou moins grande de repiquer sou- 
vent les différentes Shigella semble étre liée 4 leur activité catalasique. 
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SUMMARY 


EXPERIMENTAL PATHOGENICITY AND CATALASE ACTIVITY OF Shigella. 


Various Shigella strains were tested for the presence of catalase, and 
quantitative determinations carried out :; the catalase activity differs 
from one serotype to another. 


There is no direct relationship between the experimental pathogeni- 
city for the guinea-pig eye and the catalase activity. However, the 
ocular reaction appears earlier and is stronger with highly catalase 
positive strains. The necessity of more or less frequent subcultures of 
the various Shigella strains seems to be related to their catalase activity. 
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DE QUELQUES CARACTERES 
DES VIBRIONS SAPROPHYTES 


par Szymona SZTURM-RUBINSTEN, Danielle PIECHAUD 
et M. PIECHAUD. 


(C. N. R. S. et Institut Pasteur, Service de Microbie Générale) 


Parmi les souches qui ont été adressées par différents correspondants 
au Centre National des Shigella pour confirmer ou préciser 1l’identi- 
fication, il y a un certain nombre des Salmonella typhi et des vibrions 
dits vibrions des eaux. En effet, si le diagnostic rapide est fait sur les 
milieux glucose-lactose-H2S et urée-indole, les bacilles lactose-négatifs 
qui acidifient le glucose sans gaz, ne produisent pas d’hydrogéne sul- 
furé, n’ont pas d’uréase, produisent ou non de l’indole, peuvent étre 
des Shigella. 

Dans ces cas, le milieu mannitol-mobilité rend de grands services. 
La mobilité des germes qui ne produisent pas d’indole doit orienter 
tout d’abord le diagnostic vers Salmonella typhi, tandis que ceux qui 
produisent de l’indole font penser au genre Vibrio. 
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Voici un certain nombre des caractéres des souches mobiles indolo- 
genes qui nous ont été envoyées. Elles sont donc toutes mobiles. 
Elles donnent une culture abondante en eau peptonée avec un trouble 
homogéne et ont tendance & former un voile ou une collerette, en 
vingt-quatre heures ou quelques jours. Elles produisent de lindole 
en vingt-quatre heures. La réaction indole-nitreuse (cholera-roth) est 
positive pour deux souches, négatives pour cing. Deux souches seule- 
ment sont protéolytiques. Six n’acidifient pas le lactose, une le fait 
yirer en quarante-huit heures. Le citrate sur milieu de Simmons est 
utilisé par deux souches. Cing souches donnent une réaction du rouge 
de méthyle positive, deux négative. Une des deux derniéres produit de 
V’acétyl-méthyl-carbinol, l’autre pas. La mannite est utilisée par une 
seule souche. Toutes nos souches produisent une catalase et réduisent 
les nitrates en nitrites en vingt-quatre heures. 

Par leur action sur saccharose, arabinose et mannose, les souches 
peuvent ¢tre classées dans les groupes II, Ill, V, VI du schéma d/Hei- 
berg [4] (tableau I). 

Nous voulons souligner quelques caractéres des souches de vibrions 
que nous avons étudiées et qui permettent de les différencier rapide- 
ment des Entérobactéries. 


MorpHotocig. — Dans une préparation colorée par la méthode de 
Gram, on observe dans chaque champ des bacilles plus ou moins 
nombreux ayant la forme d’une virgule, caractéristique pour les 
vibrions. Un état frais confirme la morphologie et permet de voir la 
mobilité particuliere du germe. 


ASPECT DES CULTURES SUR GELOSE ET MILIEUX SS. — Les vibrions 
poussent bien sur ces milieux, les colonies de cultures jeunes (24 h.) 
sont, surtout sur la gélose SS, moins grandes et plus transparentes 
que celles des Entérobactéries. 

Sur les milieux liquides se forme souvent un voile en vingt-quatre 
heures ou apres quelques jours. 


Test D’oxypaseE. — Nous l’avons recherché par la technique proposée 
par Kovacs [2] pour les Pseudomonas. Réactif : une solution de tétra- 
méthyl-paraphényléne-diamine 4 1 p. 100. Test facilement exécuté avec 
une anse de culture étalée en couche mince sur papier filtre. On ajoute 
une goutte de réactif préparé extemporanément. Une coloration rouge 
violacée dans les cas de réaction positive apparait presque aussitét en 
s‘intensifiant aprés quelques secondes. La réaction était positive pour 
les souches étudiées comme pour les souches tests de vibrions que nous 
avons utilisées comme témoins. (Ces souches : V. cholerae Ogava, Inaba, 
souche El Tor et un vibrion des eaux proviennent de la collection de 
l'Institut Pasteur.) Cette réaction positive pour les vibrions permet 
d’éliminer non seulement les Shigella mais toutes les Entéro- 
bactéries [3]. 

Nous avons recherché des oxydases par la méme méthode de Kovacs 
pour un certain nombre d’Entérobactéries, toujours avec un résultat 
négatif. 
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Tasteau TI. — Quelques caractéres 
de nos sept souches de vibrions. 


H 
> 


GELOSE PROFONDE OU GELOSE GELA- 
TINE. — Les vibrions sont aéro- 
bies-anaérobies. La culture de 
nos souches dans ce milieu a un 
aspect caractéristique : ces germes 
poussent avec une zone de culture 
optima située 4 environ 345 mm 


Fic. I. — Aspect de culture 
d'une souche de vibrion en 
gélose profonde. 


de la surface. I] n’y a presque 
pas de colonies dans la gélose au- 
dessus de cette ceinture. Au- 
dessous, la culture est répartie 
uniformément. Cet ensemence- 
ment doit étre fait de facon a obte- 
nir des colonies isolées (fig. 1). 
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Moeller [4] et Carlquist [5] ont montré l’intérét de la recherche de 
la lysine-décarboxylase pour les Entérobactéries. Edwards et coll. [6] 
recommandent le test 4 la ninhydrine de Carlquist pour différencier 
le groupe Alkalescens-Dispar des Shigella. Thibault et coll. [7] pro- 
posent une méthode simple de recherche de la lysine-décarboxylase 
pour la différenciation rapide des Entérobactéries. C’est cette derniére 
que nous avons utilisée pour rechercher la lysine-décarboxylase de nos 
souches. La réaction était positive pour 6 souches sur 7 étudiées, posi- 
tive pour les 4 souches tests. Le petit nombre de souches étudiées ne 
nous permet pas de nous prononcer sur la valeur de ce test pour le 
genre Vibrio. Cependant il n’a jamais, & notre connaissance, été utilisé 
pour les vibrions et nous semble étre intéressant, en particulier parce 
qu’il pourrait, dans le cas qui nous occupe, constituer une cause 
d’erreur dans le diagnostic entre Alkalescens et vibrions quand on n’a 
pas examiné la mobilité de la souche (tableau ID). 


SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES ET A LA FURADOINE. — Elle a été étudiée 
pour nos 7 souches et les 4 souches tests. Cette étude montre que 
les vibrions ont une sensibilité aux antibiotiques différente de celle 
des Entérobactéries. 

Ils sont moins sensibles que les Entérobactéries 4 la streptomycine, 
kanamycine-néomycine. Trés peu sensibles 4 la framycétine. 

Ils sont plus sensibles que les Entérobactéries a l’érythromycine, 
carbomycine et spiramycine. 

Moins sensibles A la polymyxine et colimycine, trés sensibles 4 la 
furadoine (l-aminohydantoine). Leur sensibilité 4a l’auréomycine, la 
terramycine, la tétracycline et la chloramphénicol est de méme ordre 
que celle des Entérobactéries. Ils sont peu sensibles ou résistants a la 
pénicilline. Résistants 4 la bacitracine et 1l’oléandomycine. 

Nos souches de vibrions et les souches tests sont sensibles 4 la novo- 
biocine, certaines sont trés sensibles, d’autres moins. Ce caractére nous 
semble assez frappant pour étre signalé. Cette étude a été faite par la 
méthode des disques et nous pensons la reprendre d’une facon plus 
approfondie avec un plus grand nombre de souches. 


TasLeau III. 


Souche Glucose Gélose 
profonde 


Alcaligenes j aérobie 


faecalis stricte 


aérobie 
Vibrio anaérobie 


Nous voulons attirer l’attention sur quelques caractéres qui per- 
mettent de différencier rapidement les vibrions d’un autre bacille 
Gram-négatif mobile : l’Alkaligenes faecalis. Ce dernier ne produit pas 
d’indole, n’acidifie pas le glucose ; il est aérobie strict (tableau III). 
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Résumé. — La mobilité et la production d’indole de bacilles Gram- 
négatifs non gazogénes, isolés par coproculture, oriente le diagnostic 
vers le genre Vibrio. La morphologie, le test des oxydases positif, l’aspect 
des cultures en gélose profonde, la lysine-décarboxylase positive et le 
spectre de leur sensibilité aux antibiotiques confirment le diagnostic. 


SUMMARY 


SOME PROPERTIES OF SAPROPHYTIC VIBRIOS. 


Mobility and indol-production of certain Gram-negative, non gazo- 
geneous germs isolated frod stools suggest the genus Vibrio. This 
diagnosis should be confirmed by morphology, positivity of oxidase 
test, the appearance of cultures in deep agar, positivity of lysine- 
decarboxylase and the range of sensitivity to antibiotics. 
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NOUVELLES RECHERCHES 
SUR L’ACTION HISTAMINOSENSIBILISANTE 
DE H. PERTUSSIS (PHASE 1) (°) 


par L. CHEDID et F. BOYER. 


(Laboratoire d’Endocrinologie, Collége de France, et Service de Chimie 
Thérapeutique B, Institut Pasteur) 


Il a été démontré que la vaccination anti-coquelucheuse sensibilise 
la souris et le rat 4 Vhistamine [4, 2], au choc anaphylactique 
[3, 4, 5], & la sérotonine [6, 7], a V’irradiation [8] et A un extrait de 
pollen [9]. Par contre, il ne serait guére possible d’exalter par ce 
moyen la sensibilité du cobaye [40]. Il semble que ces effets soient 
spécifiquement liés 4 ce germe, bien que l’on puisse reproduire ces 


(*) Nous adressons nos remerciements au Dt Chevé qui a bien voulu 
nous fournir le vaccin anti-coquelucheux. 
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phénoménes avec Brucella abortus, mais A un degré moindre [44]. Nous 
avons montré, par ailleurs, que l’injection de fortes doses de H. per- 
tussis sensibilise la souris 4 l’endotoxine et que, dans ces conditions, 
le pouvoir anti-endotoxique de la cortisone était inhibé 12]. 

Tous ces effets ne peuvent étre mis en évidence qu’avec des germes 
en phase I. Les germes en phase IV qui ne vaccinent pas, ne sensi- 
bilisent pas non plus. Aussi certains auteurs avaient-ils supposé que 
le facteur histamino-sensibilisant (HSF) était l’agglutinogéne. 

Nous avons exposé ailleurs [43] les raisons qui nous font penser que 
ces effets sont indépendants des anticorps et méme de l’antigéne. Nous 
avons montré, 4 la suite de Maitland, Kohn et Mc Donald [44], qu’il 
était possible de s’opposer & l’action dépressive du vaccin par linjec- 
tion simultanée de sérum anti-coquelucheux. De plus, ]’immunisation 
active par H. pertussis, 4 condition d’étre intense et prolongée, met la 
souris 4 l’abri d’une chute de résistance ultérieure consécutive & une 
nouvelle vaccination anti-coquelucheuse. 


Dans le présent travail nous montrons que : 

1° L’hyperimmunisation protége la souris contre le choc sérique, 
mais n’augmente pas la résistance du cobaye a l’histamine ni au choc 
anaphylactique. 

2° Ces germes, mis in vilro au contact d’un sérum spécifique avant 
d’étre injectés a la souris, conservent leurs effets vis-d-vis de l’histamine, 
tout en perdant la propriété de faire apparaitre des anticorps anti- 
coquelucheux [agglutinines] (1). 


TrecHNIQUES. — Les expériences que nous rapportons ici ont été réali- 
sées chez des souris de sexe male, provenant d’un méme élevage, pour 
éviter les differences de sensibilités liées au sexe et A la race [45]. 

L’histamine sous forme de chlorhydrate et le vaccin (suspension de 
120 milliards de germes au millilitre) sont administrés par voie intra- 
péritonéale aprés avoir été dilués dans de l’eau physiologique. 

Le sérum anti-coquelucheux (globulines anti-coquelucheuses anti- 
phase I, préparées par l'Institut Pasteur) est injecté par voie sous- 
cutanée. 

La technique d’adsorption in vitro est la suivante : 8 ml de vaccin 
mélangés 4 20 ml de sérum sont agités A la température du laboratoire 
pendant trente minutes, puis mis 4 l’étuve 4 37° pendant une heure. 
Aprés un séjour d’une nuit a + 4° le liquide surnageant est éliminé 
par centrifugation, les germes sont lavés dans de l’eau physiologique 
et centrifugés & nouveau a trois reprises, puis remis en suspension 
dans 8 ml d’eau physiologique. 

Les aérosols d’histamine ont été réalisés suivant la technique décrite 


par Halpern [416]. 


Résutrats. — I. Expériences chez le cobaye. 100 cobayes (50 males et 
50 femelles), pesant environ 250 g, recoivent deux injections de 5 mil- 


(1) Pour la facilité de l’exposé, le vaccin HSF + Ag + est celui qui sensi- 
bilise a V’histamine et produit des agglutinines, et le vaccin HSF + Ag — 
est celui qui sensibilise la souris 4 l’histamine, mais ne provoque pas l’appa- 
rition d’agglutinines. Selon cette nomenclature, le germe en phase IV serait 


HSF — Ag —. 
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liards de germes chacune par semaine, pendant six semaines. A la fin 
de cette période, 19 males et 16 femelles ont sucombé. 

La résistance A l’aérosol d’histamine des 65 survivants est mesurée 
comparativement A celle de 10 témoins neufs de chaque sexe. Leur 
sensibilité au poison est la méme que celle des témoins. Plusieurs jours 
plus tard on injecte A vingt d’entre eux 5 mg d’histamine par kilo. 

A cette dose, tous les cobayes hyperimmunisés succombent en 
quelques minutes tandis que 13 témoins sur 20 survivent. 

A 18 autres cobayes hyperimmunisés et 4 12 témoins on injecte par 
voie sous-cutanée 0,5 ml de sérum de cheval et, quinze jours plus tard, 
0,1 ml de ce méme sérum par voie intraveineuse. Neuf des animaux 
hyperimmunisés ont recu en plus 10 mg de cortisone une heure avant 
la seconde injection de sérum. Les résultats sont les suivants 


"TOM OMS) ort eiccle at ero teen eee eee 3 morts sur 12 
Ishyoyeauamaswnnes GSoaceoc. cocecdoscncacec 7 morts sur 9 


y 


Hyperimmunisés et traités A la cortisone. 6 morts sur 9 


Une hyperimmunisation anti-coquelucheuse n’augmente donc pas la 
résistance du cobaye 4 histamine ni au choc anaphylactique, mais 
semble au contraire le rendre plus sensible. 


Il. Expériences chez la souris. — A) L’hyperimmunisation par H. per- 
tussis augmente la résistance de la souris au choc sérique. 


Dans l’expérience suivante, 82 souris recoivent 0,5 ml de sérum de 
cheval par voie intrapéritonéale ; dix jours auparavant ces animaux, 
répartis en cing lots, avaient été traités comme suit 

Lot a) : 0,1 ml de sérum de cheval ip. 

Lot b) : 60 milliards de germes H. pertussis ip. 

Lot c) : 0,1 ml de sérum de cheval mélangé 4 60 milliards de germes. 

Lot d) : les souris de ce lot ont été injectées comme celles du lot c), 
mais pendant les six semaines précédentes elles ont été hyperimmu- 
nisées avec 3 injections initiales de 20 milliards de germes, suivies par 
des injections de 2,5 milliards de germes, deux fois par semaine. 


Les résultats qui suivent, confirment que l’adjonction d’un sérum 
hétérologue au vaccin anti-coquelucheux sensibilise la souris au choc 
sérique. Ils démontrent aussi que l’hyperimmunisation préalable les 
protege contre ce méme choc. I] faut ajouter qu’en plus du pourcen- 
tage des survivants (p< 0,01 d’aprés le test X*) l’aspect des souris 
est significatif : celles du lot c) ont été choquées (poil hérissé, dypsnée, 
ralentissement des mouvements). 


LOt a) Ayan dase eae ie po ae 11 survies sur 16 
OED) See hoion paras one Cee tee ear 15 survies sur 15 
LEGG, OWN gcse veer set a RO 8 survies sur 17 
1 Eo) OKs WaT EIS AG teed ahi atid aces 33 survies sur 34 


Cependant cette protection est obtenue en hyperimmunisant la souris 
avec des germes qui vaccinent, c’est-d-dire que le sérum des souris 
hyperimmunisées agglutine le germe spécifique. 

Les expériences qui suivent montrent qu’il est possible de diminuer 
la résistance des souris sans faire apparaitre d’anticorps circulants. 
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B) La souris vaccinée avec des germes HSF + Ag — devient sensible 
a Vhistamine. 

Un vaccin anti-coquelucheux mis in vitro au contact d’un sérum 
spécifique (dans les conditions décrites plus haut), puis injecté A des 
souris, a conservé son pouvoir histamino-sensibilisant bien que le taux 
d’agglutination du sérum de ces animaux soit nul ou tres faible. 

L’expérience suivante comporte deux lots de souris qui, toutes, 
recoivent 20 milliards de germes par voie intrapéritonéale, trois jours 
de suite. Aux souris du lot a) on a injecté du vaccin mis au contact 
d’eau physiologique (vaccin HSF + Ag +). Ce sont les témoins. Celles 
du lot b) ont regu du vaccin mis au centact d’un sérum anti-coquelu- 
cheux (vaccin HSF + Ag —), 

Sept jours plus tard la résistance de ces souris est éprouvée par des 
injections intrapéritonéales d’histamine. 


Tasieau I. 

' Dose d'histamine I Teen I ree 
H mg ’ 
5 1/9 (4) 1/18 : 
H | 1 1 
255 H 1/5 t: 2/10 ' 
H J } 
ee ee AR ae a ee ee ee ee ' 
H 1 1/12 : 4/12 
' ' 
H i i ' 
' 0,5 ; 3/4 1 6/8 ' 
H H I i 
' H ! , ' 
H taux d'agglutination H 1/60 1 négatif 
' 


(*) Nombre de survivants/nombre d’animaux du lot. 


Les résultats qui figurent sur ce tableau démontrent que toutes les 
souris ont été sensibilisées 4 l’histamine (il faut, en effet, injecter envi- 
ron 50 mg de ce produit pour tuer la souris normale) bien que le sérum 
des souris du lot b) soit dépourvu d’agglutinines. 

De nouveaux essais sont faits quinze et trente jours aprés la vaccina- 
tion. Ils permettent de constater une égale sensibilité 4 lhistamine 
dans les deux lots, bien que la différence entre les taux d’agglutination 
ne soient accentuées. En effet, les taux d’agglutination sont de 1/1 280 
et de 1/100 000 pour le lot a) alors que pour le lot b) Vagglutination 
est négative le quinziéme jour et de 1/160 au trentiéme jour. Il est 
donc possible de dissocier le pouvoir histamino-sensibilisant de la pro- 
duction d’agglutinatinines. 


ConcLusions. 
1° Il n’est pas possible d’augmenter la résistance du cobaye a Vhista- 
mine et au choc anaphylactique en l’hyperimmunisant par des injec- 


tions répétées de H. pertusssis. 
2° Le vaccin anti-coquelucheux (phase I), mis au contact in vitro avec 
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un sérum spécifique, puis injecté a la souris, la sensibilise 4 ]’histamine, 
bien que le pouvoir agglutinant de son sérum sanguin demeure faible 
ou nul, 


SUMMARY 


FURTHER STUDIES ON THE HISTAMINO-SENSITIZING ACTIVITY 
or H. pertussis (PHASE I). 


1. It is not possible to increase the resistance of guinea-pigs to 
histamine by hyperimmunization with repeated injections of H. per- 
tussis. 


2. Mice inoculated with an anti-pertussis vaccine (phase I) which has 
been in contact in vitro with a specific serum, are sensitized to hista- 
mine, although the agglutinating capacity of their sera remains low or 
nil. 
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UNE MYCCBACTERIE CHROMOGENE 
CONSTAMMENT ISOLEE DU CRACHAT D’UNE MALADE 
SUSPECTE DE TUBERCULOSE PULMONAIRE 


par S. UYEDA et K. NAKAMURA. 


(Laboratoire de Bactériologie de l'Institut de la Tuberculose 
de lUniversité de Kyoto [Japon]) 


L’ouvrage de P. Hauduroy [4] montre que l’on connait déjd depuis 
longtemps des Mycobactéries anormales peu différentes des bacilles 
tuberculeux authentiques rencontrés dans des produits pathologiques 
humains. Cependant, ce n’est que récemment que les auteurs améri- 
cains Buhler et Pollak [2], Tarshis et Frisch [3], Timpe et Runyon [4], 
etc., ont isolé d’expectorations, de piéces d’exérése, etc., de malades 
suspects de tuberculose pulmonaire, nombre de Mycobactéries anor- 
males et leur ont attribué ces affections pulmonaires. 


Nous avons eu l’occasion d’observer une malade toujours légérement 
fébrile, présentant une petite caverne décelable 4 la partie supérieure 
du poumon droit, expectorant peu. On n’a jamais pu cultiver un 
bacille tuberculeux authentique a partir de ses expectorations, mais 
nous avons isolé du méme matériel, 4 de nombreuses reprises depuis 
pres de trois ans, une Mycobactérie dont les cultures sont pigmentées 
en jaune citron. 


Cette souche (Tomita) a commencé a se développer lors de ]’isolement 
sur un milieu a l’ceuf aprés deux semaines environ. Aprés repiquage, 
elle pousse en une semaine. Les colonies sont rondes, lisses, un peu 
humides, jaune citron au début et deviennent dans les repiquages, 
rugueuses et un peu séches. La lumiére n’exerce aucune influence sur 
la pigmentation de la colonie (« scotochromogenic » d’aprés la classifica- 
tion des auteurs américains). Sur les milieux liquides (milieu de Sau- 
ton, de Kirchner, de Dubos, bouillon glycériné), cette souche se déve- 
loppe abondamment, formant une pellicule plissée plus ou moins 
épaisse. Elle pousse aussi sur les milieux pauvres (milieu de Sdéhngen, 
milieu 4 l’ceuf sans glycérine), ainsi que dans le milieu a l’ceuf conte- 
nant de la glycérine. On observe des amorces de cordes dans les 
milieux liquides. 

La réaction de la catalase est fortement positive, la réaction de 
Desbordes négative, celle de Wilson positive. La « Kochfestikeit » (de 
Preis) est environ de 10 ou 15, avec une émulsion de culture dgée 
de 3 semaines. 

On verra dans les tableaux I et II que la résistance aux antibiotiques 
de ce bacille a augmenté aprés trois ans de traitement. 
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Tanteau J. — Pouvoir résistant aux thérapeutiques au commencement 
du traitement. 


Dilutions 


Thérapeutiques 


ly 


Tasteau HW. — Pouvoir résistant aux thérapeutiques aprés trois ans 
de traitement. 


Dilutions 


Thérapeutiques 


PouvorR PATHOGENE. — Quinze souris ont été inoculées avec 10 mg 
de ce bacille par voie intrapéritonéale. Elles ont présenté des adhé- 
rences légéres des organes abdominaux, peu d’abcés miliaires sur la 
paroi péritonéale, le mésentére, le foie, le rein, etc. ; aprés plusieurs 
semaines, tous ces abcés disparaissent presque complétement. Une 
souris est morte en cinq jours aprés inoculation, les quatorze autres 
survivent. L’inoculation de doses moindres (1 et 0,1 mg) ne donne 
aucun résultat significatif. L’inoculation sous-cutanée de 0,1 mg de 
ce bacitle aux cobayes ne provoque qu’un petit abcés au point d’inocu- 
lation. 10 mg injectés par voie intrapéritonéale n’ont provoqué qu’un 
petit abcés au niveau du foie pour un seul des huit cobayes inoculés. 


L’étude histologique des lésions a montré l’infiltration péri-vasculaire 
plus ou moins distincte dans presque tous les organes, laquelle n’a 
aucun caractére spécifique de la tuberculose. Les cobayes inoculés ne 
sont pas sensibles 4 la tuberculine brute. Quatre lapins inoculés avec 
10 mg par voie intrapéritonéale ne présentent aucune altération viscé- 
rale aprés quatre et sept semaines. Les hamsters pesant 100 a 120 g, 
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a 


inoculés avec 10 mg par voie intrapéritonéale, sacrifiés apres quatre et 
sept semaines, ne montrent aucune altération spécifique en dehors de 
légéres adhérences des organes abdominaux. 


Résumé. — Une souche chromogéne de Mycobactérie a été constam- 
ment isolée durant & peu prés trois ans du crachat d’une malade 
suspecte de tuberculose pulmonaire. On ne peut conclure que ce bacille 
provienne d’une petite caverne du poumon droit, car la bronchoscopie 
et la bronchographie ont montré des altérations peu considérables au 
niveau du poumon gauche. Nous pensons que cette souche est en rela- 
lion avec les désordres présentés par la malade. Mais il sera peut-étre 
difficile de la différencier des Mycobactéries saprophytes parmi lesquelles 
il existe, nous le savons, quelques especes ayant des caractéres biolo- 
giques semblables et un pouvoir pathogéne réduit. 

Dans 1’état actuel de nos connaissances plus ou moins imparfaites 
de la classification des Mycobactéries en général, on est en droit de se 
demander si les Mycobactéries chromogénes appartiennent 4 une nou- 
velle espéce ou & un nouveau type bien qu’elles jouent de temps en 
temps un role en pathologie humaine. 


SUMMARY 


A CHROMOGENEOUS MyYcoBACTERIUM REPEATEDLY ISOLATED FROM SPUTUM 
OF A PATIENT SUSPECTED OF PULMONARY TUBERCULOSIS. 


A chromogeneous strain of Mycobacterium has been repeatedly iso- 
lated during about three years from the sputum of the same patient. 
This strain did not necessarily originate from a cavity existing in the 
right lung, because bronchoscopy and bronchography showed the 
existence of slight alterations in the left lung. The strain must be 
related to the troubles showed by the patient. It will perhaps be diffi- 
cult to differentiate it from saprophytic bacteria : some species of these 
bacteria possess similar biological properties combined with reduced 
pathogenicity. 

Chromogeneous Mycobacteria might belong to a new species or a new 
type, playing occasionnally a part in human pathology. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans _ les 
Annales de l'Institut Pasteur : 


Antigéne herpétique fixant le complément, par M'° IF. Arrzer. 


Antigéne poliomyélitique pour fixation du complément, par 
Me F. ARrzer. 


Mise au point d’une méthode de mesure de la sensibilité des 
bacilles tuberculeux aux antibiotiques présents dans le 
sérum des malades, par J. Auprin. 


Antigénes communs entre les Candida et les Salmonella- 
Arizona, par N. Axsoycan, L. Le Minor et M™ §. Le Minor. 


Pouvoir pathogéne particulier de streptocoques, a colonies 
rugueuses, du type 39 du groupe A. Etude immunologique 
de leurs extraits de Lancefield, par R. Waun, P. Cayeux et 
E. DEruor. 


Suppression du pouvoir inhibiteur du fer sur la toxinogenése 
diphtérique par la levure (effet levure), par J. E. Anour et 
M. Raynaup. 


Etude lysogénique, lysotypique et biochimique (cholera-roth 
et recherche de la lysine-décarboxylase) d’une collection 
de vibrions cholériques et de vibrion d@’EI-Tor, par P. Nicouze, 
J. Gattur et L. Le Minor. 


AN NOIS 


Bourses de recherches sur le cancer 
et bourses de slage de perfectionnement en cancérologie 
altribuées par la Ligue Nationale Frangaise contre le Cancer 
pour lVannée 1961. 


Les demandes des candidats devront étre adressées 4 la Ligue Natio- 
nale Francaise contre le Cancer, 6, avenue Marceau, Paris (8°), au plus 
tard le 1° novembre 1960, par un parrain qualifié, de préférence par 
le directeur du laboratoire convenablement équipé ou le chef de service 
hospitalier ot. les boursiers seront agréés pour acomplir leur travail. 
Les candidats devront indiquer le sujet de ce travail, le plan de leurs 
recherches et les moyens dont ils disposent pour les mener a bien. 


Le boursier devra consacrer tout son temps a son travail de labo- 
ratoire ou d’hdpital. 
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LIVRES RECUS 


E. H. Relyveld. — Toxine et antitoxine diphtériques. Etude immunolo- 
gique. 1 vol., 164 p., 58 fig., Actualités scientifiques et indus- 
trielles, 1278, Hermann, édit., Paris, 1959. 


L’auteur présente dans cet ouvrage les résultats de ses études sur la 
préparation et la purification de la toxine diphtérique. Des chevaux 
ont été hyperimmunisés avec la toxine pure, et les sérums ainsi obtenus 
ont servi a l’étude de la réaction toxine-antitoxine. L’intérét de ce 
travail réside dans le fait que les résultats obtenus peuvent s’appliquer 
a tout syst¢me protéine-antiprotéine. Chaque chapitre est précédé d’une 
introduction historique, véritable mise au point du sujet jusqu’A nos 
jours. Les techniques employées sont traitées en détail. Nous citerons 
en particulier : la précipitation spécifique en gélose, l’immuno-électro- 
phorése, la chromatographie sur phosphate de calcium, le marquage 
des protéines & Viode radio-actif, les techniques de purification de la 
toxine, l’étude quantitative de la réaction toxine-antitoxine, elc. La 
toxine a été obtenue sous forme cristallisée titrant 3 000-3 200 UF /meN. 
Cette toxine, éprouvée par des techniques de double diffusion en gélose 
contre des sérums complexes, montre une seule ligne. Il a été possible 
d’obtenir des préparations d’antitoxine contenant uniquement des anti- 
corps antitoxine diphtérique par digestion du précipité spécifique a 
lVoptimum de floculation. 

Divers chevaux ont été hyperimmunisés avec de la toxine purifiée ; 
les sérums obtenus contiennent, & cdté de l’antitoxine, peu d’anticorps 
accessoires. L’immunisation a été faite chez des chevaux possédant une 
immunilté de base, ainsi que chez des chevaux sans immunité de base 
(chevaux 4 Schick positif). Il a été trouvé que, dans le dernier cas, les 
anticorps obtenus sont précipitants (floculants), mais trés peu neutra- 
lisants. A parlir de ces données, l’auteur développe l’hypothése selon 
laquelle les anticorps neutralisants seraient dirigés contre un empla- 
cement antigénique de la molécule de toxine, autre que celui corres- 
pondant aux anticorps précipitants. La validité de cette théorie a été 
illustrée 4 l’aide d’une toxine partiellement digérée par une protéase. 
Il a été possible de mettre en évidence des anticorps spécifiques dirigés 
contre trois groupements de la toxine, un seul de ces derniers donnerait 
naissance aux anticorps neutralisants. 


L’auteur pense que grace au groupement antigénique « t » (celui qui 
est associé a la toxicité de la molécule), on obtiendra trés probablement 
des sérums contenant uniquement des anticorps pourvus d’un haut 
pouvoir neutralisant, ainsi qu’un vaccin d’une grande efficacité. Ces 
principes seront également valables pour d’autres molécules portant 
plusieurs « sites » antigéniques et peuvent étre appliqués a la sérothé- 
rapie antimicrobienne et antivirale. 


Les anticorps antidiphtériques de cheval sont associés aux globu- 
lines y et 62 du sérum de cheval. La différence de mobilité a été mise 
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en évidence par la technique d’immuno-électrophorése. Le pouvoir 
neutralisant des sérums ne présente pas de corrélation obligatoire avec 
la nature électrophorétique de l’antitoxine. La forme de la courbe de 
précipitation quantitative est déterminée, non par l’espéce animale, 
mais par la nature électrophorélique des anticorps. Les antitoxines B, 
donnent la courbe de type floculation (type cheval) et les antitoxines y 
donnent la courbe de type précipitine (type lapin). La courbe de préci- 
pitation quantitative présente, dans certaines conditions bien définies 
(antitoxines 2 digérées, milieu salin concentré), une zone rectiligne 
tres étendue et permet de calculer la pureté immunologique de la 
toxine, conformément & la théorie de Pappenheimer. 


La réaction de la toxine diphtérique avec les sérums précipitants, mais 
faiblement neutralisants, est comparable 4 la réaction entre certains 
systémes enzyme-anti-enzyme. Le précipité correspondant au systeéme 
toxine-anticorps précipitants non neutralisants est toxique dans la zone 
d’un grand exces d’anticorps. La présence d’anticorps non précipi- 
tants a été recherchée par l’emploi d’une toxine pure marquée a 
Viode 131. 


Cet ouvrage présente donc sous plusieurs aspects la réaction protéine- 
antiproltéine, et nous pensons que les lecleurs y trouveront de nom- 
breux renseignements et éclaircissements sur des problemes variés. 

AG. 


Houben-Weyl. — Methoden der organischen Chemie. 4° édition entié- 
rement révisée, tome V, vol. 4: Combinaisons halogénées, 1960, 
XLVI + 894 p., 11 fig., George Thieme, édit., Stuttgart. Prix: 
DM. 180. 


L’accumulation des connaissances relatives aux combinaisons halo- 
génées a nécessité la publication de deux volumes : V/3 et V/4. 

Tandis que le volume V/3 traite des dérivés fluorés et de la prépa- 
ration des produits chlorés, on trouve dans le volume V/4 analysé ici 
tout ce qui a rapport a l’obtention des dérivés bromés et iodés. 

Chaque chapitre se rapportant & ces combinaisons est précédé d’une 
partie trés compléte relative aux agents d’halogénation. A la fin du 
volume, un chapitre particuliérement précieux pour les chimistes traite 
de la réactivité et des transformations des dérivés chlorés, bromés et 
iodés. La réactivité des halogénures dans les réactions de substitution 
nucléophile et électrophile, la réactivité des halogénures dans les réac- 
tions radicalaires et leurs réactivités dans les systémes vinylogues ou 
phénylogues sont étudiées dans ce chapitre. 

La partie « Transformation des halogénures » traite de 1’élimination 
des halogénes et des acides halchydriques, puis de la substitution d’un 
halogéne soit par un autre halogéne, soit par d’autres substituants, 
en particulier par l’hydrogéne. 

Aprés la parution d’environ 11 volumes déja de cette magnifique 
collection, il est presque inutile de faire 1’éloge du tome V/4, qui ne 
le céde en rien aux volumes précédents quant a la présentation et 
surtout quant a la qualité professionnelle des rédacteurs scientifiques. 

IN Ve 
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I. GC. Gunsalus et R.Y. Stanier. — The bacteria. A treatise on structure 
and function, Vol. I: Structure. 1 vol., 513 p., Academic Press, 
New York, 1960. Prix : 13 $. 


Ce livre fait partie d’un traité en 5 volumes sur les bactéries. Les 
volumes qui paraitront ultérieurement seront : Métabolisme, Biosyn- 
thése, Croissance et Hérédité. Le premier volume est consacré a la 
cellule bactérienne, il comprend les chapitres suivants 


S. E. Luria: Le protoplasme bactérien. Composition est organisa- 
tion. R. G. E. Murray : La structure interne de la cellule bactérienne. 
M. R. J. Satron : Les couches superficielles de la cellule bactérienne. 
G. Werputt : Mouvement. C.F. Rosmow : Morphologie des spores 
bactériennes, leur développement et la germination. K. Mac QutLuen : 
Les protoplastes bactériens. E. Kiienrsercer-Nosen: Les formes L. 
des bactéries. T. F. Anperson : Les virus des hbactéries, structure et 
fonction. E. §. Lennox: Analyse antigénique de la structure cellu- 
laire. A. G. Marr : La localisation des enzymes dans les bactéries. 

Cette énumération des noms des auteurs de chaque chapitre (suivi 
d’une abondante bibliographie) rend superflu tout commentaire sur 
leur qualité. La présentation est excellente et de nombreuses photo- 
graphies illustrent le texte. Les microbiologistes qui utilisent General 
Microbiology de Stanier, Doudoroff et Adelberg seront certainement trés 
intéressés par ce trailé en cing volumes, qui sera un des livres de base- 
des laboratoires de recherche et des chaires d’enseignement de la 
microbiologie. IG, be 


N. Cajal. — Diagnosticul de laborator al inframicrobiozeler umane. 
1 vol., 584 p., Ed. Academiei Republicii Populare Romine, Biblio- 
teca Medicala VIII, 1958. Prix : Lei 37. 


Le livre est écrit en roumain et met a notre disposition une élude 
détaillée des virus des maladies humaines. Il est divisé en deux parties : 
la premiére traite des méthodes générales de diagnostic des maladies 
i virus, la deuxiéme est une revue des maladies 4 virus les plus cou- 
ramment rencontrées chez l’homme. C’est une étude claire et précise 
de la virologie moderne, richement illustrée de planches en noir et 
blanc. 

Ce livre s’adresse aussi bien aux étudiants qu’aux spécialistes des 
maladies & virus. 1D, IN 


La lépre : activités internationales, 1948-1959. Organisation Mondiale de 
la Santé, 1960, 39 p. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,30. Publié égale- 
ment en anglais. (Dépositaire pour la France : Librairie Masson, 
Paris.) 


La lépre est un probléme important en maticre de santé publique 
en raison du nombre de malades (10 4 12 millions dans le monde) et 
des conséquences sociales qu’elle entraine. En effet, “une proportion 
souvent élevée des sujets atteints présente une incapacité fonctionnelle 
due aux paralysies et mutilations. Mais Ja thérapeutique de la lépre 
a fait de grands progrés ces derniéres années : les sulfones, non seule- 


826 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ment blanchissent les malades, mais administrées précocement, évitent 
dans la plupart des cas ces impotences. Lorsqu’elles sont établies, des 
interventions chirurgicales permettent dans une certaine mesure de 
les corriger. Cette brochure rappelle ces notions thérapeutiques et les 
conceptions actuelles de la prophylaxie de la lépre (le BCG est déja uti- 
lisé par certains léprologues dans la prévention de la lépre, et son 
usage sera répandu plus largement lorsque son réle dans ce domaine 
sera formellement établi). Cette brochure rappelle également l’action 
de 10. M.S. depuis dix ans dans la diffusion de ces notions et l’aide 
apportée par cet organisme dans l’organisation de campagnes anti- 
lépreuses. Whe We 


Comité d’experis de la lépre. II® Rapport. Organisation Mondiale 
de la Santé : Série de rapports techniques, 1960, n° 189, 30 p. 
Prix : Fr. s. 1,--, 1/9, $ 0,30. Publié également en anglais et en 
espagnol. (Dépositaire pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


Les chapitres les plus importants de ce rapport sont ceux qui 
concernent la thérapeutique et 1’épidémiologie de la lépre : c’est ainsi 
que la contagiosité de la lépre parait conditionnée par la contagiosité 
de chaque malade, la réceptivilé des sujets exposés a l’infection, le type 
de contact entre malade et sujet sain. 


Dans le chapitre consacré & la réaction 4 la lépromine sont étudiés 
les différents modes de préparation de l’antigéne, dont la standar- 
disalion est vivement souhaitée, et linterprétation des réactions posi- 
tives & la lépromine chez un grand nombre de sujets sains. Bien que 
lefficacilé du BCG dans la prévention de la lépre ne soit pas encore 
prouvée de facon indiscutable, cette vaccination est recommandée, pour 
les sujets négatifs & la tuberculine, au cours des campagnes anti- 
Iépreuses. Au point de vue thérapeutique, les sulfones constituent le 
traitement le plus efficace, la sulfone-mére étant la plus employée. Les 
autres chapitres du rapport concernent les méthodes actuelles de trai- 
tement et de réadaptation des lépreux, l’organisation d’une campagne 
anti-lépreuse, la formation des léprologues et l'éducation de la popu- 
lation. Mave 


Biological problems of grafling. 1 vol., 453 p., Blackwell Scientific 
Publications, Oxford, 1959. Prix :; 50 s. 


Cet ouvrage est le compte rendu d’un Symposium sur les greffes 
tenu a Liége du 18 au 21 mars 1959. Il groupe 29 communications de 
nombreux spécialistes sur la plupart des problémes biologiques posés 
par les transplantations. Ce domaine est en pleine évolution actuelle- 
ment, grace aux données nouvelles apportées par l’immunologie géné- 
rale ; malheureusement 1’état des connaissances est encore si cahotique 
et la confusion si compléte entre les données cliniques, celles de l’immu- 
nologie expérimentale et celles de la biochimie cellulaire que seuls 


quelques spécialistes avertis peuvent éventuellement tirer profit de la 
lecture d’un tel livre. ALG 
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M.R.J. Dawkins et K.R. Rees. — A biochemical approach to patho- 


logy. 1 vol., 128 p., Edward Arnold, édit., Londres, 1959. 
epee ISS, 


Ce livre, destiné aux étudiants en médecine débutants, remplit une 
fonction importante, car il traite des « maladies biochimiques ». 

Aprés quelques chapitres traitant du métabolisme cellulaire, de 
Vorganisation subcellulaire, des agents toxiques endogénes et exogenes, 
les auteurs en arrivent au cceur du sujet et traitent nécessairement 
des maladies par carence, des maladies génétiques dues 2 des défi- 
ciences enzymatiques héréditaires et des maladies moléculaires. Le livre 
se termine par une revue des changements biochimiques observés au 
cours de la différenciation cellulaire et de la croissance des tumeurs. 

Ce livre est & recommander aux chercheurs débutant dans le domaine 
de la « biologie moléculaire », car il leur donnera le désir d’en con- 
naitre davantage et d’approfondir les données bien présentées, mais 
d’un niveau obligatoirement assez élémentaire. Cx ©: 


J. C. Horsfall et A. E. Dimond. — Plant Pathology. An advanced treatise. 


Vol. Il, The pathogen. 1 vol., 715 p., Academic Press, New York 
et Londres, 1960. 


Le volume II de ce traité de pathologie végétale étudie les causes de 
la maladie. Le premier chapitre consacré aux généralités est a lire 
dans le texte : les auteurs différencient avec humour le parasite du 
pathogéne et montrent la difficulté d’établir les causes de la maladie. 
La nature, l’origine et l’évolution du parasitisme ne sont étudiées 
qu’en un seul chapitre, tout le reste du volume étant consacré a la 
pathogénicité ou capacité du parasite &4 produire la maladie. Trois cha- 
pitres traitent de la reproduction des agents pathogénes, virus, bacté- 
ries, actinomycétes et champignons, l’un d’eux étant réservé a la 
germination des spores. Les modes de pénétration mécanique ou chi- 
mique du parasite sont & comparer aux défenses de Vhote étudié dans 
le premier volume. Divers chapitres sont consacrés aux toxines, aux 
races d’agents pathogénes, a la génétique de la pathogénicité et a 
l’inactivation des virus, des champignons et des nématodes. Chaque 
chapitre est traité par un spécialiste et accompagné d’une bibliographie 
récente ; ceci montre l’utilité de ce traité pour se mettre rapidement 
au courant des progres récents en pathologie végétale avec possibilité 
de se reporter aux traitements originaux. Gears: 


A. Herrlich. — Die Pocken. Erreger, Epidemiologie und klinisches Bild. 
1 vol., 295 p., Georg Thieme, édit., Stuttgart, 1960. Prix : DM 64. 


Les récentes épidémies de variole, qui ont sévi en Europe durant les 
derniéres années, ont montré combien la variole humaine doit étre 
présente a la pensée du clinicien et de 1’épidémiologiste. 

Le livre se subdivise en trois parties : la premiére est consacrée aux 
virus de la variole en général : isolement, identification, diagnostic 
différentiel entre le virus humain et les virus des animaux ; la seconde 
étudie la variole humaine, son aspect épidémiologique (description de 
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toutes les épidémies récentes de variole en Europe), l’aspect clinique, 
les complications et les porteurs sains ; enfin, la troisitéme partie est 
consacrée aux varioles des animaux : variole aviaire, variole porcine, 
variole des souris, vaccine et, enfin, lutte contre la variole des animaux. 

L’ouvrage est richement illustré de planches en noir et blanc et en 
couleurs concernant surtout tous les types de varioles humaines. 

La haute compétence de l’auteur et de ses collaborateurs, leur expé- 
rience, ainsi que l’exposé des découvertes les plus récentes sur cette 
vieille maladie, font de ce livre un traité pouvant s’adresser aussi bien 
aux étudiants qu’aux médecins et biologistes. [Be ING 


Comité d’erperts des Drogues engendrant la Toxicomanie, X® Rapport. 
Organisation Mondiale de la Santé : Série de rapports techniques, 
1960, n° 188, 18 p. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 ou $ 0,30. Publié égale- 
ment en anglais et en espagnol. (Dépositaire pour la France 
Librairie Masson, Paris.) 


Epidémiologie des troubles mentaux. VIII® Rapport du Comité d’experts 
de la Santé mentale. Organisation Mondiale de la Santé : Série de 
rapports techniques, 1960, n° 185, 32 p. Prix : Fr. s. 1,--, 1/9 ou 
$ 0,80. Publié également en anglais et en espagnol. (Dépositaire 
pour la France : Librairie Masson, Paris.) 


L. R. Rey. — Conservation de la vie par le froid. 1 vol., 167 p., 84 fig., 
Actualités Scientifiques et Industrielles, n° 1279, Hermann, édit., 
Paris, 1059 Prix Nie 


Avec la contribution personnelle de ses recherches, l’auteur fait une 
revue d’ensemble de nos connaissances de l’action du froid sur les 
étres vivants. Ses recherches physiologiques dans ce domaine ont porté 
sur la congélation du tissu cardiaque, du coeur de l’embryon de poulet 
et de la peau, avec des expériences de greffe chez le rat et la souris. 
Ses recherches physiques ont eu trait aux phénoménes de cristallisa- 
tion dans les mélanges eutectiques ; les phénoménes de vitrification et 
de dévitrification ont fait l’objet d’analyses thermiques en présence 
de glycérol. 

On trouvera dans cette monographie, une description détaillée des 
appareils que auteur a dt imaginer pour mener a bien son expéri- 
mentation ainsi que l’explication de l’action létale du froid, qui peut 
se résumer par un phénoméne de cristallisation entrainant une rupture 
de léquilibre osmotique intracellulaire, 4 laquelle on peut pallier par 
le glycérol & une concentration suffisante. 


Printed in France. Le Gérant : G. Masson. 
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